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| RESUMO 
Apesar das doenças inflamatórias estarem na base de diversas patologias, ainda não 
foi encontrada uma terapia adequada e universal para o tratamento daquelas doenças. As 
terapias anti-inflamatórias esteróides ou não-esteróides tradicionais, ainda não respondem 
eficazmente ou têm muitos efeitos laterais associadas. Assim, a procura de fitocompostos 
como terapêutica alternativa aos anti-inflamatórios esteróides tem-se intensificado na última 
década, encontrando-se já bem descritos alguns dos efeitos benéficos de compostos fenólicos. 
O principal objectivo deste trabalho foi estudar propriedades anti-inflamatórias de 
alguns flavonóides (quercetina, luteolina e crisina) e de ácidos fenólicos (ácido cafeico e ácido 
rosmarínico), em relação à captação de ácido hipocloroso (HOCl), gerado por síntese química 
ou por neutrófilos activados, bem como na activação do factor de transcrição NF- B. 
Em relação à captação de HOCl, para cada flavonóide foram determinados valores de 
IC50, determinados através de diferentes métodos de competição: oxidação do vermelho 
pirogalol (PGR), cloração da taurina e oxidação da sonda 3-aminofenilfluoresceína (APF) que 
foi seguida por espectrofluorimetria e citometria de fluxo. 
O flavonóide que apresentou melhor actividade foi a quercetina, uma vez que possui 
todas as características estruturais importantes que lhe permite ter um efeito protector em 
relação às reacções de cloração/oxidação mediadas pelo HOCl. Contudo, a crisina, que não 
possui o grupo 3-OH que existe na quercetina, também, apresentou uma actividade elevada 
quando o HOCl era gerado por neutrófilos activados, o que poderá ser explicado pela sua 
maior lipofilicidade em comparação com a quercetina. 
Em relação aos ácidos fenólicos, o ácido rosmarínico foi o que apresentou uma maior 
actividade, devido às suas características estruturais e, também, à sua lipofilicidade. 
Também se avaliou a capacidade dos flavonóides quercetina, luteolina e crisina para 
induzir alterações na activação do factor de transcrição NF- B em células THP-1 activadas por 
LPS. Através da análise por Western blot observou-se que os flavonóides estudados exerciam 
efeitos inibitórios na activação do NF- B. A inibição era dependente da concentração e o 
flavonóide que exerceu um efeito mais acentuado foi a crisina.  
Estes resultados sugerem que os flavonóides estudados podem exercer efeitos anti-     
-inflamatórios, através da inibição da activação do NF- B e da captação de HOCl, um oxidante 
forte produzido pelos neutrófilos. 
 
Palavras-chave: inflamação; flavonóides; ácidos fenólicos; ácido hipocloroso; neutrófilos; 
células THP-1; NF- B 
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| ABSTRACT 
Although inflammation underlies of a large number of different diseases, a universal 
anti-inflammatory curative therapy has not been achieved. Indeed, the traditional steroidal or 
non-steroidal anti-inflammatory therapies are either not enough or associated with too many 
side effects. Therefore the search for phytocompounds, as an alternative therapy, has been 
intensified in the past decade and some beneficial effects of phenolic compounds have been 
already described. 
The main objective of this work was to study anti-inflammatory properties of some 
flavonoids (quercetin, luteolin and chrysin) and phenolic acids (caffeic and rosmarinic acid) 
towards the scavenging of hypochlorous acid (HOCl) chemically generated and by activated 
human neutrophils, as well as their effects on the activation of the transcription factor NF- B. 
For each flavonoid different IC50 values were obtained, when assessed through 
different competition methods: oxidation of pyrogallol red (PGR), taurine chlorination and 
oxidation of the probe 3-aminophenilphluorescein (APF), which was followed by 
spectrofluorimetry and flow cytometry. Quercetin was the studied flavonoid who presented 
the highest HOCl scavenging activity, since this flavonoid possesses structural features that are 
determinant on the protection against HOCl mediated chlorination/oxidation reactions. 
Chrysin, in spite of not possessing the 3 –OH group, which is present in quercetin, also showed 
high antioxidant activity, when HOCl was generated by activated neutrophils. The lipophilicity 
of this compound may be responsible for the behaviour of this flavonoid. 
Concerning phenolic acids, rosmarinic acid was the one who presented a more 
efficient activity, which can be due to its structural features, as well as its lipophilicity. 
We also examined the ability of the flavonoids quercetin, chrysin and luteolin to induce 
changes in the activation of NF- B in THP-1 cells activated by LPS. Inhibitory effects in the 
activation of NF- B, analyzed by Western blot, were observed for the studied flavonoids, in a 
concentration dependent manner, chrysin having presented higher inhibitory capacity. 
Our results suggest that the studied flavonoids may exert anti-inflammatory effects 
through the inhibition of NF- B activation and the scavenging of HOCl, a strong oxidant 
produced by phagocytic cells. 
 
Keywords: inflammation; flavonoids; phenolic acids; hypochlorous acid; neutrophils; THP-1 
cells; NF- B 
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1.1 Inflamação 
A inflamação é um mecanismo de defesa, desenvolvido pelo corpo, para combater 
infecções (originadas por bactérias, vírus e outros patogénios) e agressões (como cortes, 
queimaduras e feridas) (Kuby et al., 2003). 
Uma infecção, ou dano nos tecidos, induz uma cascata complexa de eventos, 
colectivamente conhecida como resposta inflamatória. Esta é reconhecida com um tipo de 
resposta imune não-específica e pode ser caracterizada por vários sintomas: rubor, calor, 
inchaço, dor e, em último caso, perda de função (Kuby et al., 2003). Estes sintomas ocorrem 
em resultado do aumento do fluxo sanguíneo e da permeabilidade vascular através dos 
capilares, os quais permitem que moléculas grandes (como factores do complemento, 
anticorpos e citocinas) deixem a corrente sanguínea e atravessem a parede endotelial. 
Igualmente há um movimento aumentado de leucócitos da corrente sanguínea para os tecidos 
circundantes. O aumento do volume de sangue é responsável pela elevação da temperatura 
do tecido e, consequentemente, aumento da vermelhidão do mesmo (eritema). O influxo de 
líquido dos capilares para os tecidos e sua acumulação (exsudado) contribui para o inchaço do 
tecido (edema) (Kuby et al., 2003; Calder, 2006). 
1.2 Células do sistema imunológico 
As respostas imunológicas são mediadas por glóbulos brancos, ou leucócitos. Estas 
células fazem parte dos mecanismos da imunidade inata que, apesar de ser pouco específica, 
fornece a primeira linha de defesa contra a infecção (Kuby et al., 2003). 
Os leucócitos incluem os leucócitos polimorfonucleares, também designados por 
granulócitos, e as células mononucleares, que incluem monócitos e linfócitos. Os leucócitos 
polimorfonucleares têm um núcleo lobado e grânulos citoplasmáticos bem evidentes. De 
acordo com o tipo de grânulos, podem dividir-se em três classes: neutrófilos, eosinófilos e 
basófilos. As células mononucleares também podem ter grânulos; contudo, enquanto que nos 
monócitos são pouco evidentes, em alguns tipos de linfócitos podem ser bem evidentes (Arosa 
et al., 2007). 
 
1.2.1 Neutrófilos 
Os neutrófilos são células fagocíticas, altamente móveis, que constituem a primeira 
linha de defesa do sistema da imunidade inata, ao fagocitar, matar e digerir patogénios. 
1. INTRODUÇÃO 
 
| 3 
 
Pertencem ao grupo dos leucócitos polimorfonucleares, constituindo cerca de 50-70% dos 
leucócitos que circulam no sangue (Segal, 2005; Kuby et al., 2003). 
São produzidos na medula óssea, num processo designado por hematopoiese, e são 
libertados para a corrente sanguínea, onde circulam cerca de 7-10h, antes de migrarem para 
os tecidos, onde têm um tempo de vida de apenas alguns dias (1-2 dias) (Robinson et al., 
1997). 
Apresentam um núcleo multi-lobulado (geralmente até 5 lóbulos), têm um citoplasma 
rico em grânulos e vesículas secretoras e uma forma mais ou menos circular (Kuby et al., 
2003). 
 
Figura 1.2 – Morfologia dos neutrófilos por microscopia óptica (A) e microscopia electrónica (B), e representação 
esquemática (C). Adaptado de Kuby et al., 2003. 
 
São das primeiras células a ser recrutadas do sangue periférico para o local de 
inflamação, pelo que nas fases iniciais da resposta inflamatória, são o tipo de célula 
predominante a infiltrar os tecidos (Arosa et al., 2007). 
Os neutrófilos circulam no sangue periférico, mas a maior parte (cerca de 90%) 
encontra-se marginada ao longo do revestimento endotelial dos vasos. Isto explica porque é 
que podem migrar mais facilmente para os espaços extravasculares, atravessando os vasos, 
sempre que atraídos por agentes químicos gerados nos focos inflamatórios (Arosa et al., 2007). 
 
1.2.1.1 Migração e extravasão de neutrófilos 
A resposta inflamatória mediada por neutrófilos pode ser encarada como um processo 
que ocorre em vários passos: a adesão inicial dos neutrófilos circulantes ao endotélio vascular 
activado (marginação), seguida da sua migração entre as células endoteliais dos capilares para 
os tecidos (diapedese ou extravasão), a sua migração através do tecido para o foco da 
inflamação (quimiotaxia) e, por último, a eliminação de microrganismos estranhos através da 
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fagocitose, geração de metabolitos reactivos de oxigénio e libertação de substâncias 
microbicidas (Faurschou e Borregaard, 2003). 
À medida que uma resposta inflamatória se desenvolve, várias citocinas e outros 
mediadores inflamatórios actuam nos vasos sanguíneos locais, induzindo o aumento da 
expressão de moléculas de adesão celular endoteliais (CAMs). Diz-se, nesta fase, que o 
endotélio vascular está activado, ou inflamado. Então, os neutrófilos têm que reconhecer o 
endotélio inflamado e aderir fortemente a este, de modo a que não sejam arrastados pelo 
fluxo sanguíneo. De seguida, têm que penetrar a camada endotelial e migrar para o tecido 
subjacente (Kuby et al., 2003). 
O movimento dos neutrófilos para os tecidos, processo que se designa por extravasão, 
pode ser dividido em quatro passos sequenciais: 1) rolamento 2) activação por estímulos 
quimioactractores, 3) paragem e adesão e 4) migração transendotelial. No primeiro passo, os 
neutrófilos agarram-se frouxamente ao endotélio, através de interacções de baixa afinidade 
selectina-hidratos de carbono. Durante uma resposta inflamatória, as citocinas e outros 
mediadores inflamatórios actuam nas células do endotélio local, induzindo a expressão de 
moléculas de adesão da família das selectinas. Estas moléculas ligam-se a moléculas de adesão 
semelhantes à mucina na membrana do neutrófilo. Esta interacção prende o neutrófilo 
brevemente à célula endotelial, mas a força do sangue circulante rapidamente desprende o 
neutrófilo. As moléculas de selectina noutra célula endotelial prendem novamente o neutrófilo 
e este processo é repetido, de modo que o neutrófilo segue ao longo do endotélio, processo 
que se designa por rolamento (Kuby et al., 2003). 
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Figura 1.2 – Esquematização do processo de extravasão de neutrófilos. Adaptado de Kunkel, 2003 
 
À medida que o neutrófilo rola, é activado por vários quimioatractores; estes podem 
ser características permanentes da superfície das células endoteliais ou podem ser secretados, 
localmente, pelas células envolvidas na resposta inflamatória. Entre os quimioatractores, estão 
membros da grande família das quimiocinas, algumas proteínas do complemento e vários 
péptidos N-formilados, produzidos pela degradação de proteínas bacterianas, durante a 
infecção. A ligação destes quimioatractores a receptores na membrana dos neutrófilos 
desencadeia um sinal de activação que induz uma alteração conformacional nas moléculas de 
integrina da membrana do neutrófilo, aumentando a sua afinidade para as moléculas de 
adesão da superfamília das imunoglobulinas, no endotélio. A subsequente interacção entre as 
integrinas e as CAMs da superfamília das imunoglobulinas estabiliza a adesão do neutrófilo à 
célula endotelial, permitindo que a célula adira firmemente à célula endotelial. 
Subsequentemente, o neutrófilo migra através da parede do vaso para os tecidos (Kuby et al., 
2003). 
Uma vez nos tecidos, os neutrófilos activados também expressam níveis aumentados 
dos receptores para quimioatractores e, consequentemente, exibem quimiotaxia, migrando 
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para um gradiente (Kuby et al., 2003). É aí que ocorre a fagocitose do patogénio por parte das 
células fagocíticas. 
 
1.2.1.2 Grânulos dos neutrófilos 
Os neutrófilos utilizam várias proteínas e péptidos microbicidas, que estão acumulados 
nos grânulos, para a morte dos patogénios. Existem três tipos de grânulos que armazenam 
produtos microbicidas: os primários (ou azurófilos), os secundários (ou específicos) e os 
terciários (ou da gelatinase) (Arosa et al., 2007). 
Estes podem ser classificados com base no seu tamanho, morfologia ou densidade 
electrónica, ou com referência a uma determinada proteína. Convém notar que a classificação 
dos grânulos é arbitrária uma vez que estes formam um continuum desde os grânulos 
azurófilos até aos grânulos da gelatinase, partilhando algumas proteínas, enquanto que outras 
proteínas podem ser escolhidas para servir como marcadores específicos de um subconjunto 
particular (Borregaard e Cowland, 1997). 
Dos grânulos existentes, os azurófilos, correspondem a cerca de 30% do total e são os 
que contêm as proteínas e péptidos envolvidos directamente na morte e digestão microbiana, 
nomeadamente hidrolases ácidas, MPO, proteínas catiónicas, defensinas (Arosa et al., 2007; 
Segal, 2005). Os grânulos azurófilos sofrem exocitose limitada em resposta à estimulação, e 
pensa-se que eles contribuem, em primeira instância, para a degradação dos microrganismos 
ingeridos, que ocorre no fagolisossoma, ou seja, actuam predominantemente no meio 
intracelular (Faurschou e Borregaard, 2003).  
Já os grânulos específicos são mais numerosos, correspondendo a cerca de 70% dos 
grânulos intracelulares. O seu conteúdo é rico em colagenase, lactoferrina e lisozima e 
armazenam, também, o citocromo b558 (secção 1.4.1). Estes grânulos libertam, 
preferencialmente, o seu conteúdo para o meio extracelular, tendo um papel importante no 
desencadear da inflamação. Para além disso, repõem os componentes e ajudam a limitar as 
reacções dos radicais livres (Arosa et al., 2007; Segal, 2005). 
Os grânulos de gelatinase têm bastantes semelhanças com os grânulos específicos, 
embora contenham menos agentes microbicidas na sua composição, e não contenham 
lactoferrina (Faurschou e Borregaard, 2003; Segal, 2005). 
Os grânulos contidos dentro do neutrófilo constituem um importante reservatório não 
apenas de agentes bactericidas, mas também duma grande gama de receptores de membrana 
para moléculas de adesão endotelial, proteínas da matriz extracelular, produtos bacterianos e 
mediadores solúveis da inflamação (Faurschou e Borregaard, 2003). Estas proteínas de 
membrana incorporam-se na superfície membranar dos neutrófilos quando estes organelos se 
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fundem com a membrana plasmática e exocitam o seu conteúdo (Borregaard e Cowland, 
1997). O conteúdo dos grânulos pode ser libertado directamente no fagossoma ou para o 
exterior da célula, após a desgranulação (Faurschou e Borregaard, 2003). 
As vesículas secretoras constituem um importante reservatório de receptores de 
membrana, necessários para as fases iniciais da resposta inflamatória mediada por neutrófilos 
e importantes para repor os componentes da membrana que são consumidos durante a 
fagocitose (Faurschou e Borregaard, 2003; Segal, 2005). 
Também são estimuladas vias metabólicas que levam a um estímulo respiratório (burst 
respiratório), o qual produz intermediários reactivos de oxigénio e azoto. A libertação de 
alguns destes intermediários reactivos e a libertação de mediadores dos grânulos primários e 
secundários dos neutrófilos desempenha um papel importante na morte de vários patogénios 
(Kuby et al., 2003). 
 
1.2.1.3 Activação de neutrófilos pelo PMA 
Como já foi referido, para que o neutrófilo fique activado, é necessário que contacte 
com substâncias libertadas por microrganismos invasores ou por moléculas quimioatractoras. 
Apesar das diferenças estruturais entre as substâncias referidas anteriormente, todas 
elas se ligam a receptores de membrana associados a proteínas G, activando-os. Quando se 
ligam ao seu receptor, a proteína G fica activada e vai fosforilar o GDP a GTP. Este, por sua vez, 
activa a fosfolipase C (PLC), que cliva o fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP2) a 1,4,5-trifosfato de 
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3 conduz à abertura de canais de cálcio, aumentando a 
sua concentração intracelular e o DAG activa a proteína cinase C (PKC), a qual fosforila outras 
proteínas, nomeadamente alguns constituintes da NADPH oxidase, enzima responsável pela 
produção de ERO, que conduzem à morte dos microrganismos invasores (Weyden et al., 2000; 
Selvatici et al., 2006). 
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Figura 1.3 – Via de transdução de sinal induzida pelo PMA. Adaptado de Morena et al., 2002 
 
A activação dos neutrófilos isolados requer a estimulação, in vitro, por agentes 
externos, tendo-se recorrendo ao forbol-13-miristato-12-acetato (PMA) para esse efeito. 
Trata-se dum composto sintético inespecífico, promotor de tumores, que actua mimetizando o 
DAG. Induz alterações nos neutrófilos, que se assemelham àquelas que ocorrem durante a 
fagocitose de bactérias e outros microrganismos, induzindo a formação de vacúolos 
fagocíticos, para os quais são libertados os conteúdos dos grânulos (Repine et al., 1974; 
Faurschou e Borregaard, 2003). 
Ao contrário do DAG celular, o PMA não é rapidamente metabolizado, o que leva a 
uma activação contínua da PKC (Nelson e Cox, 2000).  
 
1.2.2 Monócitos 
Os fagócitos mononucleares incluem os monócitos, que circulam temporariamente no 
sangue, e os macrófagos, que se encontram nos tecidos. Os monócitos circulam na corrente 
sanguínea durante cerca de 8h, durante as quais vão aumentando de tamanho; depois, 
migram para os tecidos, onde evoluem e se diferenciam noutro tipo de células muito 
importante para o encetar das respostas imunológicas: os macrófagos (Kuby et al., 2003). 
O monócito é, normalmente, a célula maior do sangue periférico; tem um núcleo 
grande acêntrico, em forma de rim, e normalmente com dois nucleólos. Os limites da célula 
são, normalmente, irregulares e o citoplasma contém grânulos de glicogénio e azurófilos (Kuby 
et al., 2003). 
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Figura 1.4 – Morfologia dos monócitos por microscopia óptica (A) e microscopia electrónica (B), e representação 
esquemática (C). Adaptado de Kuby et al., 2003. 
 
Nos tecidos, quando os monócitos se transformam em macrófagos, sofrem algumas 
transformações que lhes permitem assegurar importantíssimas funções fisiológicas. Quando o 
monócito evolui para macrófago, ocorre um aumento da capacidade fagocítica e do número 
de lisossomas portadores de enzimas hidrolíticos (Arosa et al., 2007). 
 
1.3 Fagocitose 
A fagocitose é um dos principais mecanismos de suporte da imunidade inata. Trata-se 
do processo pelo qual os patogénios são ingeridos pelas células fagocíticas e, depois, 
destruídos ou neutralizados. A fagocitose é conduzida por células especializadas, como 
neutrófilos, monócitos e macrófagos (Arosa et al., 2007). 
No primeiro passo da fagocitose, as células especializadas são atraídas por, e movem-
se para, uma variedade de substâncias geradas na resposta imune; este processo designa-se 
por quimiotaxia. Este passo permite a localização do microrganismo pelo fagócito. O próximo 
passo é a aderência do patogénio, que é reconhecido como estranho, à membrana celular da 
célula fagocítica, o que induz a formação de protrusões na membrana, designadas 
pseudópodes, e que se expandem à volta das partículas de material, o que pode incluir 
microrganismos patogénicos inteiros. A fusão dos pseudópodes confina o material dentro 
duma estrutura ligada à membrana, designada fagossoma. O fagossoma entra na via de 
processamento endocítica, pelo que se vai movendo para o interior da célula fundindo-se a sua 
membrana com as membranas dos organelos citoplasmáticos chamados lisossomas, 
constituindo-se o fagolisossoma (Kuby et al., 2003). 
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Figura 1.5 – Esquematização dos passos do processo de fagocitose de uma bactéria, por um fagócito. Adaptado de 
Kuby et al., 2003. 
 
São os lisossomas que contêm lisozima e uma variedade de outros enzimas 
hidrolíticos, que digerem o material ingerido (Kuby et al., 2003). 
Nesta fase o neutrófilo activa os seus diversos mecanismos dependentes e 
independentes de oxigénio, pela libertação do conteúdo dos grânulos específicos e azurófilos 
para o fagolisossoma (ou vacúolo fagocítico) ou para o exterior da célula. É a diversidade 
funcional das substâncias presentes nos grânulos (azurófilos) que permite ao neutrófilo actuar 
de diversas maneiras. Por um lado, existem os constituintes que exercem actividade 
microbicida por provocarem a ruptura das membranas bacterianas. Por outro lado, existem 
componentes que interferem com vias metabólicas dependentes de ferro que impedem o 
crescimento de microrganismos e aumentam a permeabilidade ao enzima lisozima. 
Finalmente, mas não menos importante, há que considerar os constituintes que participam na 
geração de espécies reactivas de oxigénio (ERO) e de azoto (ERN). O efeito global da acção dos 
diversos constituintes permite ao neutrófilo matar o agente patogénico (Arosa et al., 2007). 
Nos mecanismos dependentes do oxigénio, o tipo de destruição intracelular dos 
patogénios fagocitados é uma consequência dum burst respiratório, processo caracterizado 
pelo aumento de consumo de O2 e activação da via dos fosfatos de pentose, como 
consequência da actividade do NADPH oxidase, que produz O2
•-. A produção deste radical de 
oxigénio marca o início da fase inicial da fagocitose. Pode ser desencadeado, in vitro, por 
bactérias opsonizadas, por zimogénio opsonizado, pelo PMA, pelo formilmetionil-leucil-
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fenilalanina (fMLP), bem como por ácidos gordos insaturados e concanavalina A (Arosa et al., 
2007; Selvatici et al., 2006). 
A acumulação de células mortas e microrganismos, em conjunto com fluidos e 
proteínas acumuladas, constituem aquilo que é designado por pus (Kuby et al., 2003). 
 
1.4 Espécies reactivas de oxigénio (ERO) 
As ERO são derivadas do dioxigénio reactivos que incluem radicais como o radical 
anião superóxido (O2
•-) e o radical hidroxilo (HO ) e espécies não radicalares como o peróxido 
de hidrogénio (H2O2), o oxigénio singuleto (
1O2) e o ácido hipocloroso (HOCl). Estas espécies, 
com uma reactividade variável, são lesivas para as macromoléculas biológicas (lípidos, 
proteínas, ácidos nucleicos e glícidos), contribuindo para os mecanismos de várias doenças e 
envelhecimento. Mais recentemente a identificação do radical óxido nítrico ( NO) como 
regulador da pressão sanguínea e com outras funções fisiológicas importantes, como sejam a 
inibição da agregação plaquetária, a neurotransmissão e a regulação de processos 
imunológicos, veio alterar profundamente a ideia inicial em que os radicais eram vistos sempre 
como espécies lesivas e prejudiciais para a célula (Mira, 2004; Fialkow et al., 2007).  
A geração de ERO, pelas células fagocíticas, como mecanismo de defesa contra 
microrganismos invasores, foi a primeira função fisiológica especializada em que se verificou 
que as ERO estavam implicadas. Contudo, a sobre-produção de ERO pode causar danos às 
biomoléculas, pelo que se acredita que estas espécies possam contribuir para os danos nos 
tecidos próximos de locais de inflamação crónica (Halliwell, 2006). 
Quando activados, ou seja, quando expostos a um estímulo apropriado, como um 
organismo invasor, os fagócitos apresentam um maior, mas transiente, consumo de oxigénio, 
processo que se designa por burst respiratório. Esse processo leva à produção duma bateria de 
oxidantes reactivos, que os fagócitos usam para a destruição dos microrganismos invasores. 
Estes oxidantes são gerados por quatro enzimas: NADPH oxidase, superóxido dismutase, óxido 
nítrico sintase e mieloperoxidase (Segal, 2005; Babior, 2000). 
 
1.4.1 NADPH Oxidase 
Após a incorporação dum microrganismo num fagossoma intracelular, e coincidente 
com a desgranulação no fagossoma, os fagócitos profissionais estimulados exibem um 
aumento abrupto no consumo de oxigénio, o chamado burst respiratório. Neste processo, 
muito, se não todo, o oxigénio extra consumido é convertido em ERO (Nauseef, 2007; 
Klebanoff, 2005). 
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O enzima responsável pelo burst respiratório, o NADPH oxidase (NADPH:O2
• 
oxidoredutase), constitui uma cadeia de transporte electrónico transmembranar que tem o 
NADPH como dador de electrões e o O2  como aceitador de um único electrão, gerando 
superóxido (O2
•-) (Babior et al., 2002). 
 
2 O2 + NADPH → 2 O2
•- + NADP+ + H+  Equação 1.1 
 
Este enzima encontra-se nos fagócitos profissionais (neutrófilos, eosinófilos, 
monócitos e macrófagos) (Babior, 2004). 
O complexo enzimático da NADPH oxidase contém cinco componentes proteicos 
essenciais, dois na membrana (gp91phox e p22phox) e três no citoplasma (g67phox, p47phox e 
p40phox) e, ainda, uma proteína G de baixa massa molecular (rac 2 ou rac 1) (Babior et al., 
2002). 
O flavocitocromo b558 é uma flavo-hemoproteína heterodimérica, que se encontra na 
membrana, e é constituído por duas subunidades fortemente associadas: a subunidade 
gp91phox (phox – phagocyte oxidase), que é uma glicoproteína de 91 kDa, e a subunidade 
p22phox, uma subunidade mais pequena de 22 kDa. É o citocromo b558 que permite, através 
duma reacção de oxidação-redução, reduzir directamente o O2 a O2
•-, a partir do NADPH no 
lado citoplasmático da membrana, para o oxigénio molecular no líquido extracelular 
(Klebanoff, 2005; Halliwell, 2006). 
Inactiva nos fagócitos em repouso, a oxidase torna-se activa quando a célula é activada 
por um estímulo adequado, ao que se segue a translocação dos componentes citoplasmáticos 
para a membrana (Babior et al., 2002). 
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Figura 1.6 – Activação do enzima NADPH oxidase após a ingestão dum patogénio, e esquematização da sequência 
que conduz à produção de ERO e azoto. Adaptado de Abbas, 2006. 
 
O elemento essencial da NADPH oxidase é o gp91phox, ao qual estão ligados os 
componentes da oxidase que transportam os electrões. Pensa-se que a p67phox seja uma 
proteína acessória, cuja função exacta não é clara, apesar de ser necessária para a actividade 
da oxidase. Poderá estar envolvida na transferência de electrões directamente do NADPH para 
o oxigénio, de modo a formar O2
•-. O p22phox está localizado na membrana e tem uma porção 
no citoplasma; quando o p47phox é fosforilado (reacção necessária para que este realize a sua 
função de montagem da oxidase), a p22phox liga-se ao p47phox, levando todo o complexo da 
oxidase citoplasmático para a membrana. A p40phox é uma proteína sem um papel funcional 
claro, embora não pareça ser absolutamente essencial para a actividade da oxidase (Babior, 
2004). 
 
O O2
•- formado pela NADPH oxidase é pouco reactivo e dismuta espontaneamente, ou 
numa reacção catalisada pelo enzima superóxido dismutase (SOD), a H2O2 (Klebanoff, 2005; 
Halliwell, 2006), segundo a reacção seguinte: 
 
2 O2  + 2 H
+ → O2 + H2O2   Equação 1.2 
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Tanto o O2
•- como o H2O2 são bactericidas fracos, mas participam nas reacções onde os 
verdadeiros agentes bactericidas são gerados (Roos et al., 2003).  
A partir do O2
•- e do H2O2 pode formar-se o radical hidroxilo, altamente reactivo, 
através das reacções de Fenton e de Haber-Weiss, que requerem um metal de transição (ferro 
ou cobre) como cofactor (Klebanoff, 2005). 
 
Fe2+  +  H2O2      Fe
3+  +  HO   +  HO     (Reacção de Fenton) 
O2
•- +  Fe3+      O2  +  Fe
2+ 
Fe2+  +  H2O2      Fe
3+  +  HO   +  HO  
O2
•- + H2O2      O2 +  HO   +  HO  
Note-se porém que a proveniência do ferro para catalisar as reacções acima referidas é 
ainda algo controversa. O OH• é um potente oxidante e extremamente reactivo, reagindo no 
local de formação. Assim, terá que ser formado na vizinhança imediata do alvo crucial na 
superfície bacteriana (Klebanoff, 2005). 
  
1.4.2 ÓXIDO NÍTRICO SINTASE 
O óxido nítrico sintase catalisa a produção de óxido nítrico (NO) a partir da arginina, 
oxigénio e NADPH (Halliwell, 2006), de acordo com a seguinte reacção: 
 
Arginina + Oxigénio + NADPH → NO + citrulina + NADP+   Equação 1.4 
 
Apesar de surgirem evidências de que os neutrófilos podem induzir a síntese de óxido 
nitrito sintase, são poucas as que implicam o envolvimento desta espécie reactiva de azoto na 
morte microbiana. Para além disso, a produção de NO por neutrófilos humanos é muito difícil 
de demonstrar (Halliwell, 2006; Babior, 2000). 
As espécies reactivas de azoto são produzidas pela reacção do NO com O2
- e outras 
espécies oxidantes produzidas pelos fagócitos. A primeira destas espécies caracterizada é o 
peroxinitrito, formado na reacção entre o NO e o O2
-, ambos radicais livres (Halliwell, 2006): 
 
NO• + O2  → ONOO      Equação 1.5 
 
O peroxinitrito é um intermediário citotóxico e mostrou ser um potente supressor da 
respiração mitocondrial. Também é um gerador de quebras no DNA e um indutor da nitração 
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de algumas proteínas. O peroxinitrito também está associado a danos nas células endoteliais e 
eritrócitos, e com processos degenerativos (Choi et al., 2002). 
 
1.4.3 MIELOPEROXIDASE 
A maior parte dos fagócitos humanos, com excepção do macrófago, contêm e libertam 
dos seus grânulos citoplasmáticos uma de entre duas peroxidases que têm capacidade para 
gerar ácidos hipoalosos (HOX, onde X é um halogéneo = Cl , Br , I ) na presença de H2O2 
(equação 1.6). No caso dos neutrófilos e monócitos este enzima é o mieloperoxidase (MPO), 
enquanto nos eosinófilos é a proteína, antigenicamente distinta, eosinófilo peroxidase (EPO) 
(Mira, 2004). 
O enzima MPO é uma proteína hémica tetramérica, de aproximadamente 150 kDa. 
Inicialmente, devido à sua intensa cor verde, o MPO foi designada por verdoperoxidase, 
embora o nome tenha sido subsequentemente alterado para MPO. É este enzima que confere 
a cor verde ao pus (Klebanoff, 2005).  
O MPO usa preferencialmenteo Cl- em detrimento do Br-, enquanto o oposto se 
verifica para o EPO. Durante a fagocitose, as membranas dos grânulos citoplásmicos fundem-
se com a membrana do vacúolo fagocítico, dá-se a rotura das membranas dos grânulos e os 
seus conteúdos, incluindo o MPO ou o EPO, são libertados no vacúolo. Contudo, a MPO 
também pode ser libertada para o exterior da célula, antes do fagossoma em desenvolvimento 
se fechar completamente (Klebanoff, 2005).  
 
H2O2  +  HX      HOX  +  H2O     (X = Cl, Br)  Equação 1.6 
  
A formação de dioxigénio singuleto (1O2) pelas células fagocíticas tem sido alvo de 
alguma controvérsia mas, pelo menos os eosinófilos podem gerar quantidades detectáveis de 
1O2·em resultado da reacção do ácido hipobromoso com o H2O2 (equação 2.3). (Klebanoff, 
2005) 
HOBr  +  H2O2      
1O2· +  Br   +  H2O  +  H
+  
Equação 1.7 
 
Finalmente, os fagócitos que contêm MPO ou EPO podem gerar HO  por dois 
mecanismos diferentes (Klebanoff, 2005; Halliwell, 2006). Na presença de O2
•-, numa reacção 
análoga à de Haber-Weiss, mas independente de iões ferrosos (equações 1.8-1.10). 
  
O2
•- + O2
•- +  2  H+      H2O2  +  O2
    Equação 1.8 
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H2O2  +  Cl       HOCl  +  HO    Equação 1.9 
HOCl  +  O2
•-    Cl  + O2  + HO
   
Equação 1.10 
 
Na presença de iões ferrosos, numa reacção análoga à de Fenton, mas mais rápida 
(equação 1.11). 
 
HOCl  +  Fe2+      Cl   +  Fe3+  +  HO   Equação 1.11 
 
Apesar da presença de peroxidases aumentar consideravelmente a citotoxicidade 
mediada pelo H2O2, existem outros sistemas independentes dos peroxidases que, embora 
sejam mais lentos, acabam por ser eficazes, pelo menos contra as bactérias. De facto, a 
existência de actividade microbicida residual em leucócitos deficientes de mieloperoxidase 
realça a presença nestas células, e provavelmente nas células normais, de sistemas 
microbicidas que não requerem os peroxidases. Um desses sistemas é provavelmente o que 
conduz à geração de HO  a partir do O2
•- numa reacção catalisada pelo ferro (reacção de 
Haber-Weiss – já referida na secção 1.4.1).  
Para além das espécies reactivas, HO , HOCl, e 1O2, também, se podem formar mono e 
dicloraminas, compostos citotóxicos de longa duração, em resultado da reacção do HOCl com 
certos aminoácidos e péptidos (Halliwell, 2006). O HOCl, também, reage com o glutationo 
(GSH) e com o ácido ascórbico podendo estas reacções constituir vias de desintoxicação para 
as células vizinhas.  
Diversos efeitos citotóxicos são atribuíveis às ERO gerados pelas células fagocíticas. O 
ácido hipocloroso e outros ácidos hipoalosos são potentes oxidantes cuja actividade 
microbicida é desde há muito tempo reconhecida. Os efeitos citotóxicos atribuíveis ao ácido 
hipocloroso incluem: oxidação e/ou descarboxilação das proteínas das membranas, que 
provoca um aumento da permeabilidade celular; oxidação de componentes da cadeia 
respiratória das bactérias, peroxidação das membranas e formação de cloraminas. Também o 
HO  e o HO2 , a forma protonada do O2
•-, são capazes de oxidar proteínas e lípidos das 
membranas, alterando o seu estado fisiológico. Esta alteração pode provocar um aumento da 
permeabilidade aos catiões, incluindo o cálcio. A acumulação de cálcio intracelular pode 
activar fosfolipases específicas dependentes de cálcio e cinases que podem iniciar um 
mecanismo de lesão celular que conduzirá à morte da célula. 
Encontra-se presente nos neutrófilos e monócitos, representando 5% e 1-2% do peso 
seco destas células, respectivamente. Esta proteína hémica encontra-se armazenada nos 
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grânulos azurófilos dos leucócitos e é secretada quer no meio extracelular quer no 
compartimento fagolisossomal, após a activação do fagócito (Podrez et al., 2000). 
Sendo a MPO uma proteína altamente catiónica, pode ligar-se à superfície carregada 
negativamente do microrganismo e, aí, reagir com o H2O2 para iniciar a formação de oxidantes 
dependentes da MPO, em grande proximidade com o microrganismo ingerido (Klebanoff, 
2005). 
O produto inicial do sistema MPO-H2O2-Cl  é o HOCl e a subsequente formação de 
cloraminas, radicais hidroxilo, oxigénio singleto e ozono. Estes mesmos agentes tóxicos podem 
ser libertados para o exterior da célula, onde podem lesar as células do hospedeiro e atacar 
tecidos normais e, assim, contribuir para a patogénese da doença (Klebanoff, 2005). 
 
Os membros da família de proteínas catalase, catalisam a geração de oxigénio e água a 
partir do peróxido de hidrogénio (Nauseef, 2007): 
 
2 H2O2 → 2 H2O + O2   Equação 1.12 
 
Enquanto que as catalases consomem duas moléculas de H2O2, actuando através de 
um composto I intermediário, o consumo de H2O2 pelas peroxidases, como a MPO, apresenta 
uma estequiometria diferente e envolve a geração do composto II. O Cl  compete com o H2O2 
como substrato para a MPO (Nauseef, 2007). 
A todas as concentrações estimadas de cloreto, possíveis de estar presentes no 
fagossoma, a MPO irá exercer muito pouca actividade de pseudocatalase, sob condições 
fisiológicas durante a fagocitose. É possível que a concentração de cloreto diminua com o 
tempo, à medida que este é consumido pela cloração de substratos ou a geração de 
cloraminas. Muito pouco H2O2, gerado no fagossoma, será catabolizado a água e oxigénio pela 
MPO, se as concentrações de cloreto no espaço extracelular estiverem na gama fisiológica 
(Nauseef, 2007). 
Assim, pode considerar-se que a MPO tem uma função dual: actuar como catalase, 
perante as condições dentro do vacúolo, e outra actividade microbicida fora da célula, onde o 
enzima e o substrato estão muito mais diluídos, e onde o pH, que é geralmente baixo nos 
locais de inflamação, propicia as reacções de halogenação (Segal, 2005). 
 
Recentemente, foi sugerido que o ozono (O3) pode estar envolvido na morte 
bacteriana, dentro dos neutrófilos, usando o oxigénio singleto formado pelo sistema da MPO 
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para a sua formação. O O3 é bactericida e uma combinação de H2O2 e O3 é mais tóxica para os 
microrganismos que o H2O2 e O3 apenas (Klebanoff, 2005). 
 
Existe uma outra forma de oxigénio, mais reactiva, conhecida como oxigénio singuleto 
(1O2). Este composto também é produzido pelos neutrófilos, os quais o produzem através da 
reacção entre o peróxido de hidrogénio e um halogénio oxidado (Babior et al., 2002): 
 
  H2O2 + OCl  → 
1O2 + H2O + Cl
  
  Equação 1.13 
 
A reacção do H2O2 e HOCl pode produzir oxigénio singleto, uma forma mais energética 
do oxigénio, que pode atacar duplas ligações (Babior et al, 2002). 
  
O ácido hipocloroso (HOCl) é produzido na reacção catalisada pelo enzima 
mieloperoxidase, em que ocorre a oxidação do Cl  pelo H2O2 (Klebanoff, 2005). 
O HOCl é uma espécie altamente reactiva que realiza reacções de oxidação e cloração. 
A principal reacção biológica de cloração é com os grupos amina, originando cloraminas. As 
cloraminas retêm alguma da capacidade oxidante do HOCl (Winterbourn, 2002). 
O HOCl reage com compostos que contêm azoto, para formar derivados de azoto 
clorados, como as monocloraminas e as dicloraminas. A taurina, que está presente em 
elevadas concentrações no citoplasma dos neutrófilos, reage com o HOCl para formar 
cloramina de taurina, o qual é menos tóxico que o HOCl. Esta reacção já foi implicada como um 
mecanismo pelo qual os neutrófilos estão protegidos do HOCl libertado no citoplasma (Babior, 
2000). A cloramina da taurina contém, no entanto, alguma actividade biológica (Klebanoff, 
2005). 
A reactividade de oxidantes de cloração, como o HOCl, contra alvos biológicos inclui: 
cloração de aminas e lípidos insaturados, oxidação de tióis, ácidos nucleicos, proteínas e outras 
biomoléculas, etc (Podrez, 2000; Klebanoff, 2005). 
 
1.5 NF- B 
O NF- B é um factor de transcrição indutível, expresso ubíquamente, que actua como 
regulador importante da imunidade do hospedeiro e da resposta inflamatória (Yamamoto e 
Gaynor, 2001). 
A designação NF- B é normalmente usada como denominador comum para complexos 
hetero ou homodiméricos, obtidos a partir de cinco membros da família de proteínas NF-
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B/Rel (Chen et al., 2001). A família do NF- B/Rel inclui o NF- B1 (p50/p105), NF- B2 
(p52/p100), Rel A (p65), Rel B e Rel (c-Rel) (Tak e Firestein, 2001). As subunidades p50 e p52 do 
NF- B são geradas por processamento proteolítico dos seus precursores: p105 e p100, 
respectivamente (Silverman e Maniatis, 2001). A maioria dos membros desta família (sendo o 
Rel B uma excepção) pode homodimerizar, bem como formar heterodímeros uns com os 
outros. Apesar de terem sido detectadas muitas formas diméricas de NF- B, a forma activada 
mais prevalente do NF- B é um heterodímero consistindo nas subunidades p50 e p65 (Tak e 
Firestein, 2001; Li et al., 2005).  
A clonagem das subunidades do NF- B revelou uma família de proteínas que exibe 
uma região altamente conservada, no domínio N-terminal, com homologia ao Rel, a qual 
contém uma sequência de localização nuclear e está envolvido na ligação ao DNA, interacções 
com moléculas da família I B e dimerização (Baldwin, 2001; Li et al., 2005).  
Para além dos domínios de homologia ao Rel, os membros c-Rel, Rel B e p65 da família 
do NF- B também contêm um domínio de transactivação, o que significa que conseguem 
activar a transcrição por si próprios. Já os membros p50 e p52 possuem propriedades de 
ligação ao DNA e dimerização, mas não possuem fortes domínios de transactivação 
(Yamamoto e Gaynor, 2001). 
As proteínas da família do NF- B são encontradas no citoplasma da maioria das células 
em repouso, num estado inactivo, associadas às proteínas reguladoras designadas por 
inibidores do B (I- B). Esta família inclui: o I B- , I B- , I B- , I B- , Bcl-3 e os fragmentos c-
terminais do p105 e p100 (Romier et al. 2008). Os membros desta família inibem o NF- B ao 
mascarar a NLS (nuclear localization signal) localizada perto do RHD (rel homology domain), 
prevenindo, assim, a translocação nuclear dos factores de transcrição (Li et al., 2005). 
O I B-  é a proteína inibitória do NF- B mais abundante e está associado a activação 
do NF- B transiente, enquanto que o I B-  está envolvido na activação persistente (Tak e 
Firestein, 2001). 
O NF- B pode ser activado por mais de 150 estímulos e mais de 150 genes são 
expressos com a sua activação. Para além disso, o NF- B pode ser activado em minutos e a 
activação da via é, geralmente, um processo transiente, durando entre 30-60 minutos na 
maioria das células (Li et al., 2005; Chen et al., 2001). 
Até agora, três vias de sinalização do NF- B foram descritas. A via clássica do NF- B é a 
maior via envolvida na sinalização pró-inflamatória, pelo que será a única abordada e descrita. 
Após estimulação por várias substâncias (sinais de stress, patogénios, radicais livres, citocinas 
pró-inflamatórias, lipopolissacáridos bacterianos, carcinogénios, promotores tumorais, 
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radiação UV, infecções virais, etc), o I B do heterodímero NF- B/I B é fosforilado, via cinases 
activadas (Romier et al. 2008). 
Os diferentes sinais induzidos por estes estímulos convergem num regulador central 
da actividade do NF- B, o complexo da I B cinase (IKK). Os componentes mais bem 
caracterizados do complexo IKK clássico são: a I B cinase-1 (IKK1 ou IKKa), IKK2 (IKKb) e a 
proteína moduladora associada do NF- B (IKK  ou NEMO) (Chen et al., 2001). A IKK2 é a cinase 
da via de sinalização clássica do NF- B e, quando activada, inicia a fosforilação do I B-  em 
resíduos de serina específicos do terminal amina. O I B-  fosforilado é depois ubiquitinado, o 
que o marca para degradação pelo proteassoma 26S, libertando assim os dímeros de NF- B do 
complexo citoplasmático NF- B-I B e permitindo que estes se possam translocar para o núcleo 
(Tak e Firestein, 2001; Li et al., 2005). 
As proteínas do NF- B translocam-se para o núcleo, onde se ligam a elementos 
específicos nas regiões promotoras dos genes-alvo, que contêm motivos B, de modo a activar 
a expressão de genes, em particular genes envolvidos nas respostas imune e inflamatória, 
controlo do crescimento celular e apoptose. Na verdade, o NF- B é, claramente, um dos mais 
importantes reguladores da expressão de genes pró-inflamatórios (Yamamoto e Gaynor, 
2001). 
1. INTRODUÇÃO 
 
| 21 
 
 
Figura 1.7 – Via de activação clássica do NF-kB através de sinais pró-inflamatórios. Adaptado de Yamamoto e 
Gaynor, 2001 
 
De interesse, convém referir a transcrição de genes de citocinas pró-inflamatórias, 
quimiocinas, factores pró-angiogénicos, factores de crescimento, MMPs, moléculas de adesão, 
proteínas anti-apoptóticas e enzimas indutíveis, mas também I B- , o qual irá contribuir, em 
última instância para a diminuição da activação do NF- B (Chen et al., 2001). 
O NF- B encontra-se altamente activo em locais de inflamação de diversas doenças, 
pelo que se torna urgente encontrar inibidores do NF- B como agentes imunoterapêuticos 
para a inflamação crónica. Vários agentes anti-inflamatórios já demonstraram actividade 
inibitória do NF- B ao inibir vários passos da via do NF- B. Estes alvos incluem a actividade do 
complexo IKK, a degradação do I B, a localização nuclear do NF- B e a capacidade de ligação 
do DNA do NF- B (Chen et al., 2001). 
 
1.5.1 TLR e LPS 
A imunidade inata assenta em receptores de reconhecimento de padrões (PPR), 
codificados na linha germinal nas células da imunidade inata, para reconhecer substâncias 
Proteassoma 26S 
 Citocinas/quimiocinas 
 Moléculas de adesão 
 Rel, I B, proteínas… 
 Proliferação celular 
 Crescimento celular 
 Diferenciação celular 
Gene do NF- B 
 Citocinas 
 Infecção bacteriana/viral 
 Stress 
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derivadas de patogénios (Kuby et al., 2003). Este reconhecimento tem uma especificidade de 
largo espectro, nomeadamente estruturas moleculares conservadas, designadas por PAMP’s 
(padrões moleculares associados aos patogénios), que são partilhadas por vários patogénios, 
mas que não são expressas nos hospedeiros (Zhang e Ghosh, 2001). 
Os TLRs (Toll-like receptors) são um exemplo de PPR e representam uma família de 
proteínas transmembranares, altamente conservadas. São caracterizados por um domínio 
extracelular, contendo um número de repetições ricas em leucina, um domínio 
transmembranar (que só atravessa a membrana uma vez), e um domínio de sinalização 
intracelular, citoplasmático, referido como TIR (Toll/IL-1R/Resistace). Pelo menos 10 TLRs são 
encontrados no genoma humano (Kuby et al., 2003). 
Consistente com o seu papel no reconhecimento de patogénios e defesa do 
hospedeiro, os TLRs dos mamíferos estão, estrategicamente, expressos em neutrófilos, 
monócitos/macrófagos, células dendríticas, células epiteliais intestinais e células endoteliais, 
ou seja, nos tipos de células que estão imediatamente acessíveis a microrganismos, após a 
infecção (Zhang e Ghosh, 2001). 
A família de receptores toll-like (TLR) reconhece uma variedade de moléculas 
específicas de agentes patogénicos, incluindo componentes da parede celular (como o LPS), 
peptidoglicanos e lipoproteínas; também pode ser activado por DNA bacteriano ou RNA em 
dupla cadeia, sendo este último mais comum a vírus. Na verdade, consegue discriminar entre 
diferentes classes de patogénios (Kuby et al., 2003). 
 
O lipopolissacárido (LPS) é um componente da membrana externa da parede celular 
das bactérias Gram-negativas, e que é um potente activador da imunidade inata. Trata-se 
duma endotoxina que se liga a moléculas da membrana celular de mamíferos, como o TLR. Dos 
10 membros da família dos TLR, o TLR-2 e o TLR-4 são os que desempenham um papel mais 
importante na resposta ao LPS, embora o TLR-4 seja necessário para a sinalização mediada 
pelo LPS e se acredite que reconhece directamente esta molécula, pelo que é o principal 
receptor do LPS. A ligação do LPS ao(s) seu(s) receptor(es) activa várias cascatas de transdução 
de sinal, sendo o principal alvo de sinalização dos TLRs a activação do factor de transcrição NF-
B. Este regula a síntese de numerosas moléculas envolvidas numa resposta inflamatória, 
conduzindo à expressão de citocinas pró-inflamatórias e a moléculas de adesão (Xagorari et al. 
2002; Comalada et al., 2006). 
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1.6 Compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos, ou polifenóis, constituem um grupo de metabolitos 
secundários das plantas, com mais de 8000 estruturas fenólicas actualmente conhecidas 
(Soobrattee et al., 2005). 
São os antioxidantes mais abundantes na dieta e estima-se que a sua ingestão diária 
possa chegar a 1g/dia (Scalbert e Williamson, 2000). As suas principais fontes na dieta são os 
frutos, vegetais e bebidas derivadas de plantas como o chá, café e o vinho tinto. Os cereais, o 
chocolate e os legumes secos também contribuem para o consumo total de polifenóis 
(Scalbert et al., 2005). Do consumo total de compostos polifenólicos, através da dieta, os 
flavonóides contribuem com 2/3 do total ingerido e os ácidos fenólicos contribuem com o 
restante 1/3 (Scalbert e Williamson, 2000). 
 
1.6.1 Flavonóides 
Os flavonóides (ou bioflavonóides) constituem um grupo de cerca de 4000 compostos 
naturais que são ubíquos nas plantas vasculares. Constituem os pigmentos responsáveis pela 
explosão outonal de cores e das muitas tonalidades de amarelo, laranja e vermelho das folhas. 
São igualmente importantes para o normal crescimento, desenvolvimento e defesa das plantas 
(Gomes et al., 2008).  
Os flavonóides são constituintes importantes da dieta humana e encontram-se nos 
frutos e vegetais, bebidas deles derivados, como o vinho tinto, o chá e o café e, também, no 
chocolate (Gomes et al., 2008). Os flavonóides também se encontram em várias plantas 
medicinais e os remédios à base de plantas, contendo flavonóides, são usados na medicina 
tradicional em todo o mundo. Parece, assim, que estes compostos são importantes não só 
para as plantas mas, também, para os animais, incluindo o homem. 
Desde há muito tempo que se atribuem aos flavonóides diversas propriedades, 
nomeadamente: anti-inflamatórias, anti-hepatotóxicas, anti-aterogénicas, anti-alérgicas, anti-
osteoporóticas e anti-cancerígenas. Existem, de facto, diversos estudos que suportam a ideia 
de que os flavonóides exercem efeitos benéficos nas doenças associadas à idade, como as 
doenças cardiovasculares, neurodegenerativas, e algumas formas de cancro (Gomes et al., 
2008; Middleton et al., 2000). 
Muitos dos efeitos farmacológicos dos flavonóides têm sido atribuídos às suas 
interacções com vários enzimas, mas fundamentalmente à sua actividade antioxidante. 
Contudo, tornou-se claro que o mecanismo de acção dos flavonóides se estende para além da 
modulação do stress oxidativo, que inclui captação de radicais livres e propriedades de 
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quelatação de metais. Muito provavelmente, os efeitos protectores dos flavonóides podem 
estar relacionados também com a interacção dos flavonóides com vários enzimas-chave, 
cascatas de sinalização celular envolvendo citocinas e factores de transcrição reguladores da 
expressão de genes (Gomes et al., 2008; Scalbert et al., 2005). 
Os flavonóides possuem uma estrutura comum com 15 átomos de carbono (C6-C3-C6), 
que inclui dois anéis aromáticos (A e B), ligados entre si por três átomos de carbono, os quais 
se combinam com um átomo de oxigénio e dois carbonos do anel A, formando um terceiro 
anel heterocíclico (anel C) (Gomes et al., 2008). 
 
Figura 1.8 – Estrutura geral dos flavonóides. (Pietta, 2000) 
 
Os flavonóides podem ser agrupados em diferentes classes, que diferem no padrão de 
oxidação e no padrão de substituição no anel C. Quando a estrutura do anel C é um pirano 
heterocíclico, origina flavanóis (sem ligações insaturadas no anel C) e antocianidinas (com duas 
ligações duplas); quando a estrutura do anel C é uma pirona, origina flavonóis (com uma 
ligação dupla C2=C3 e um grupo 3-OH), flavonas (com uma ligação dupla C2=C3), flavanonas 
(sem a ligação dupla C2=C3) e isoflavonas (com uma ligação dupla C2=C3, mas a ligação ao anel 
B é através do C3 do anel C). Dentro de uma mesma classe os compostos diferem no padrão de 
substituição dos anéis A e B (Gomes et al., 2008). 
Neste trabalho estudaram-se três flavonóides: a quercetina, a luteolina e a crisina, 
cujas estruturas, classe e ocorrência em alimentos que fazem parte da dieta humana estão 
indicados no quadro 1.1. 
 
Quadro 1.1 – Estrutura, classe e ocorrência em alimentos dos flavonóides estudados (Rice-Evans et al., 1996; 
Pietta, 2000). 
Flavonóide Classe Fonte Estrutura 
Quercetina Flavonol 
Cebolas, alface, bróculos, 
pele das maçãs, azeite, 
chá, vinho tinto 
O
OH
OH
OH
OH
OH
O  
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Luteolina Flavona 
Pimenta, aipo, camomila, 
grãos de cerais e ervas 
aromáticas 
O
OH
OH
OH
OH
O  
Crisina Flavona Mel, pele das frutas 
O
OH
OH
O  
  
A actividade antioxidante dos flavonóides depende da sua estrutura molecular. Assim, 
para a captação de radicais, as características estruturais determinantes para que os 
flavonóides tenham uma elevada actividade antioxidante são: (1) o grupo orto-catecol no anel 
B, o qual confere uma estabilidade elevada ao radical formado e participa na deslocalização de 
electrões; (2) a conjugação do anel B ao grupo 4-oxo através da dupla ligação 2 3, que 
assegura a deslocalização electrónica do anel B e (3) os grupos 3-OH e 5-OH com o grupo 4-
oxo, que permite a deslocalização electrónica do grupo 4-oxo para ambos os substituintes 
(Rice-Evans et al., 1996). A combinação de todas estas características estruturais permite uma 
maior deslocalização electrónica conferindo, assim, uma maior estabilidade aos radicais aroxilo 
formados. Deste modo se explica que a quercetina, o flavonol mais abundante na dieta 
humana, tenha uma elevada actividade antioxidante, uma vez que possui todas as 
características estruturais referidas acima (Rice-Evans et al., 1996; Bors et al., 1990).  
A eficácia antioxidante dos flavonóides, in vivo, encontra-se menos documentada e é 
mais difícil de analisar, uma vez que são extensivamente metabolizados, isto é, sofrem diversas 
alterações químicas no tracto gastrointestinal e no fígado que podem alterar a sua actividade 
antioxidante. A maior parte dos flavonóides ingeridos na dieta encontra-se glicosilado e o 
primeiro passo do seu metabolismo consiste na desglicosilação, antes da absorção. Durante a 
transferência através do intestino delgado e, posteriormente, no fígado, os flavonóides sofrem 
reações de metilação (flavonóides com o grupo orto-catecol), glucuronidação e sulfatação. 
Estes conjugados entram na bílis, através da circulação entero-hepática, e podem atingir o 
cólon onde a microflora intestinal promove grandes modificações. Estas modificações incluem 
reacções de hidrólise, clivagem dos anéis e reacções de hidroxilação, originando compostos 
fenólicos de baixa massa molecular (Justino et al., 2008; Spencer et al., 2004; Pietta, 2000). 
O último aspecto referido é relevante para a protecção antioxidante, porque os 
compostos fenólicos de baixa massa molecular podem constituir uma fracção considerável dos 
flavonóides ingeridos (30-60%) (Gomes et al., 2008). Torna-se, assim, importante estudar a 
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actividade antioxidante nas suas várias vertentes (como sejam a captação de radicais, captação 
de HOCl e de ONOO ) de alguns compostos fenólicos de baixa massa molecular. 
 
1.6.2 Ácidos fenólicos 
Os ácidos fenólicos são compostos que se encontram naturalmente nas plantas e que 
se caracterizam por possuírem na sua estrutura um anel benzénico, um grupo carboxílico e 
um, ou mais, grupos hidroxilo e/ou metoxilo. Podem ser divididos em três grupos distintos 
(Soares, 2002): 
1. Ácidos benzóicos – possuem sete átomos de carbono (C6-C1) e são os ácidos 
fenólicos mais simples encontrados na natureza. 
2. Ácidos cinâmicos – possuem nove átomos de carbono (C6-C3). 
3. Cumarinas – derivadas do ácido cinâmico por ciclização da cadeia lateral do ácido 
orto-cumárico. 
Os ácidos fenólicos podem ser derivados do ácido hidroxibenzóico e do ácido cinâmico 
e, além de se poderem apresentar sob a sua forma natural, podem também ligar-se entre si ou 
com outros compostos (Soares, 2002). 
Neste trabalho estudaram-se dois ácidos fenólicos: o ácido cafeico e o ácido 
rosmarínico, cujas estruturas, classe e ocorrência em alimentos que fazem parte da dieta 
humana se encontram indicados no quadro 1.2. 
 
Quadro 1.2 – Estrutura, classe e ocorrência em alimentos dos ácidos fenólicos estudados (Clifford, 2000; Peterson 
e Simmonds, 2003). 
Ácido 
Fenólico 
Classe Fonte Estrutura 
Ácido 
Cafeico 
Ácido 
cinâmico 
Pêras, uvas brancas, maçãs, 
espinafres, couves, espargos, 
azeitonas, azeite, ervas 
aromáticas, vinho branco, café 
O
OH
OH
OH  
Ácido 
Rosmarínico 
Ácido 
cinâmico 
Ervas aromáticas (manjericão, 
salva, rosmaninho, menta…) 
O
OH
OH
OHO
O
OH
OH
 
 
Quer o ácido cafeico, quer o ácido rosmarínico, já demonstraram, em vários estudos, 
ter actividades biológicas interessantes, como: anti-viral, anti-bacteriana, anti-inflamatória, 
antioxidante, anti-cancerígena, anti-hepatotóxicas, etc. (Clifford, 2000). 
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A actividade antioxidante dos ácidos fenólicos, e dos seus ésteres, depende do número 
de grupos hidroxilo na molécula (Rice-Evans et al., 1996). 
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| 2. OBJECTIVO 
A pesquisa de compostos com propriedades anti-inflamatórias prende-se com o facto 
de alguns compostos anti-inflamatórios, já comercializados, apresentarem numerosos e graves 
efeitos secundários. Por esta razão, tem havido uma procura constante de terapêuticas 
alternativas, com especial incidência nos compostos de origem natural como os flavonóides e 
os ácidos fenólicos, aos quais são atribuídas, desde há muito tempo, propriedades anti-
inflamatórias. 
O objectivo deste trabalho foi estudar, in vitro, as propriedades anti-inflamatórias de 
compostos fenólicos, tais como os flavonóides quercetina, luteolina e crisina e os ácidos 
fenólicos ácido cafeico e ácido rosmarínico. 
Especificamente, pretendeu-se avaliar as potenciais propriedades anti-inflamatórias 
dos compostos em estudo através das seguintes acções: 
 
 Avaliar a eficiência relativa para reagirem com o ácido hipocloroso (HOCl), 
produzido por síntese química e por neutrófilos humanos, activados ex-vivo. A 
actividade antioxidante, em relação ao HOCl, será avaliada através de ensaios de 
competição: inibição da oxidação do vermelho de pirogalol (PGR), inibição da 
cloração da taurina (métodos espectrofotométricos), e inibição da oxidação duma 
sonda fluorescente, a 3-aminofenilfluoresceína (APF), por espectrofluorimetria e 
citometria de fluxo. 
 
 Avaliar os efeitos, a nível celular, na modulação de genes pró-inflamatórios, 
nomeadamente no factor de transcrição NF- B (análise por Western blot).
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3.1 Reagentes 
O ácido rosmarínico, a pepstatina, o ponceau S, a leupeptina, o -mercaptoetanol, a 
benzamidina, o azul de tripano, o anticorpo -actina (A 5060), a albumina de soro bovino 
(BSA), o dextrano, a crisina, o N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), o vermelho de 
pirogalol (PGR), a taurina, a quercetina, o fenilmetanosulfonilfluoreto (PMSF), o forbol-13-
miristato-12-acetato (PMA), o percoll, a bis-acrilamida, o sulfato de magnésio (MgSO4), a 
luteolina, o azul de bromofenol, o LPS, o glicerol, o nonidet (Igepal CA-630), o hepes, o D-PBS, 
o enzima catalase (EC 1.11.1.6), o reagente de Bradford, a resina Amberlite Dowex MR-3, a 
acrilamida, o hipoclorito de sódio (NaOCl) e o ácido cafeico foram adquiridos à Sigma Chemical 
Co. (Madrid, Espanha), assim como o revelador e fixador usados na revelação das chapas 
fotográficas. O tris, o tween 20, a sacarose, a D-glucose, o hidróxido de sódio (NaOH), o cloreto 
de sódio (NaCl), o hidrogenofosfato de sódio monohidratado (NaH2PO4.H2O), o 
hidrogenofosfato de potássio (KH2PO4), o fosfato de potássio (K2HPO4), o hidróxido de potássio 
(KOH), o ácido sulfúrico (H2SO4), a glicina, o ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA), o cloreto 
de cálcio (CaCl2), o cloreto de amónia (NH4Cl), o ácido acético, a N,N-dimetilformamida (DMF) 
e o acetato de sódio (CH3COONa) foram adquiridos à Merck (Darmstadt, Alemanha). O etanol 
absoluto e o iodeto de potássio (KI) foram adquiridos à Riedel-de-Haën (Hanover, Alemanha). 
O ácido fosfórico (H3PO4) e o hidrogenofosfato de sódio (Na2HPO4) foram adquiridos à Panreac 
(Barcelona, Espanha). A sonda APF e o azul de alamar foram adquiridos à Invitrogen (Carlsbad, 
EUA). O RPMI-1640, os antibióticos penicilina/estreptomicina, a glutamina e o soro fetal de 
bovino (FBS) foram aquiridos à Lonza (Verviers, Bélgica). A 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) 
foi adquirida à Aldrich (Steinheim, Alemanha). O cloreto de potássio (KCl) foi adquirido à Fluka 
(Buchs, Suíça). O kit de quimioluminescência ECL e o Ficoll Paque foram adquiridos à GE 
Healthcare (Amersham, Reino Unido). O dodecil sulfato de sódio (SDS) foi adquirido à Gibco 
BRL (Carlsbad, Estados Unidos da América). O perssulfato de amónia (PSA) foi adquirido à 
Promega (Madrid, Espanha). Os anticorpos anti-p65 (sc-372), anti-I B-  (sc-371) e anti-rabbit 
(sc-2004) foram adquiridos à Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, Califórnia, EUA). 
Todos os reagentes utilizados foram do maior grau de pureza possível e a água 
utilizada foi bidestilada. 
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3.2 Material biológico 
Utilizaram-se diferentes tipos de células neste projecto: neutrófilos e células 
mononucleares (especificamente monócitos), extraídos a partir de sangue humano, bem como 
uma linha celular, THP-1, obtida a partir de sangue periférico humano com leucemia 
monocítica aguda (ECACC – European Collection of Cell Cultures, Reino Unido), e adquirida 
através da Sigma Chemical Co. (Madrid, Espanha). 
A linha celular em suspensão foi mantida num meio de cultura apropriado, consistindo 
em RPMI-1640 suplementado com os antibióticos penicilina e estreptomicina (100 U/mL), 
glutamina (2 mM) e 10% (v/v) de soro FBS (fetal bovine serum) inactivado pelo calor. 
Para as células permanecerem num crescimento exponencial, as culturas foram 
mantidas entre 3-8 × 105 células/mL, numa estufa a 37ºC e 5% CO2 (SL ShelLab CO2 Series, 
Sheldon Mfg. Inc.), realizando-se as passagens a cada 2-3 dias.  
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3.3 Avaliação da captação, por compostos fenólicos, de HOCl 
produzido quimicamente 
O estudo da captação de ácido hipocloroso (HOCl), produzido quimicamente, pelos 
compostos em estudo, vai permitir-nos concluir se estes têm uma capacidade captadora 
específica para esta ERO fortemente oxidante, uma vez que é a única espécie reactiva presente 
no meio reaccional. 
Para estudar a capacidade de captação, pelos compostos fenólicos, do HOCl produzido 
quimicamente, foram realizados dois métodos: a oxidação do vermelho de Pirogalol (PGR) e a 
cloração da taurina. Estes métodos são ambos competitivos, ou seja, há uma competição entre 
os compostos fenólicos e um substrato para o HOCl, avaliando-se como é que os compostos 
fenólicos protegem esse substrato de ser oxidado e/ou clorado, por exposição ao HOCl (López-
Alarcón e Lissi, 2005). 
A solução stock de HOCl foi preparada a partir da diluição de hipoclorito de sódio 
(NaOCl) em H2O (1:2) (v:v), ajustando-se o valor de pH para 6,2 com H2SO4 0,5 M (Jenway pH 
Meter 3310). A concentração de anião hipoclorito (OCl ) foi determinada 
espectrofotometricamente (Unicam UV/Vis Spectometer UV2), nos dias das experiências, a 
235 nm, usando como branco H2O (ε235 nm = 100 M
-1 cm-1). 
As soluções stock de flavonóides e ácidos fenólicos (1 mM) foram preparadas em 
etanol absoluto, devido à sua fraca solubilidade em H2O. 
 
3.3.1 Oxidação do PGR 
O PGR é um composto polifenólico de cor avermelhada que, quando oxidado 
irreversivelmente pelo HOCl, perde a sua cor característica, o que pode ser seguido 
espectrofotometricamente através duma diminuição da absorvência a 542 nm, o seu 
comprimento de onda máximo de absorvência (López-Alarcón e Lissi, 2005). Os compostos 
fenólicos, substratos oxidáveis, competem com o PGR para a captação do HOCl, evitando 
assim a oxidação do PGR e o consequente decréscimo da absorvência a 542 nm. 
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Figura 3.1 – Estrutura do PGR. (López-Alarcón e Lissi, 2005) 
 
O método seguido foi o descrito por Balavoine e Geletti (1999), com algumas 
modificações. Este método tem as vantagens de, para além de ser económico, ser rápido e 
simples e a reacção ser seguida a 542 nm, não interferindo com a absorvência dos flavonóides, 
que se situa entre 300-400 nm. 
Preparou-se uma solução stock de vermelho PGR 1 mg/mL, em tampão de fosfatos 50 
mM pH 7,4 e manteve-se a 4 ºC e ao abrigo da luz. Registou-se, nos dias das experiências, a 
concentração exacta de PGR, a 542 nm (ε542 nm= 2,4 ×10
4 M-1. cm-1), usando como branco 
tampão de fosfatos 50 mM pH 7,4. 
Para os ensaios, realizados em microplacas de 96 poços, adicionou-se: PGR 30 μM, 
quantidades crescentes de flavonóide ou de ácido fenólico (0-37,5 μM) e tampão de fosfatos 
50 mM pH 7,4, para perfazer o volume final de 200 L. Registou-se o valor da absorvência 
inicial, a 542 nm, num leitor de microplacas (Sunrise Tecan, com o software Rdole Shell) e, em 
seguida, adicionou-se à mistura anterior HOCl 100 μM, completando um volume final de 220 
L. Após 1h de incubação da microplaca, no escuro e a 24 ºC (temperatura ambiente), 
registou-se o valor da absorvência final, a 542 nm. 
Uma vez que se realizaram duas leituras, a 542 nm, com volumes finais diferentes, foi 
necessário fazer duas curvas de calibração, porque o percurso óptico vai depender do volume, 
reflectindo-se no valor de .l obtido. Assim sendo, realizaram-se as curvas de calibração com 
concentrações crescentes de PGR (0-40 M), uma para um volume final de 200 μL e outra para 
um volume final de 220 μL, em tampão de fosfatos 50 mM pH 7,4. 
Realizaram-se ensaios controlo em que se observou que, durante o tempo do ensaio, 
não ocorreu oxidação espontânea do PGR. 
Os resultados foram calculados em percentagem (%) de oxidação do PGR, recorrendo à 
seguinte equação: 
 
   Equação 3.1 
O
SO 3H
OH
O
OH
OH
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[PGR]f  – [PGR] na presença do composto fenólico 
[PGR]f+HOCl  – [PGR] na presença do composto fenólico e HOCl 
[PGR] – [PGR] na ausência de composto fenólico e HOCl 
[PGR]HOCl – [PGR] na presença de HOCl. Corresponderá ao valor da oxidação total 
máxima (100%). 
 
Através dos valores das absorvências obtidos, calcularam-se os respectivos valores de 
[PGR] inicial (antes da adição do HOCl) e final (após a adição do HOCl), recorrendo aos valores 
de .l obtidos através das curvas de calibração para 200 e 220 L, respectivamente. Os 
resultados da percentagem de oxidação do PGR foram expressos graficamente em função da 
concentração de composto fenólico. A partir destes gráficos, calcularam-se os respectivos 
valores de IC50, que correspondem à concentração de composto fenólico que causa uma 
diminuição de 50% na oxidação do PGR. 
 
3.3.2 Cloração da taurina 
A taurina (ácido 2-aminoetanosulfónico), apesar de ser referida frequentemente como 
sendo um aminoácido, contém na sua estrutura um grupo ácido sulfónico, em vez dum grupo 
ácido carboxílico. Esta molécula deriva do metabolismo da metionina e da cisteína, mas não é 
utilizada na síntese proteica, encontrando-se na forma livre ou incorporada em péptidos 
simples (Schuller-Levis e Park, 2003; Birdsall, 1998). 
 
CH 2
NH 2
C
H
H
S
O
O
OH
 
Figura 3.2 – Estrutura da taurina. (Birdsall, 1998) 
 A sua função mais conhecida é na conjugação dos ácidos biliares (Birdsall, 1998). 
Em tecidos de mamíferos, a taurina é ubíqua e é o aminoácido livre mais abundante no 
plasma, retina, músculo esquelético e cardíaco, cérebro e leucócitos, ou seja, em tecidos que 
estão expostos a elevados níveis de oxidantes. Nos leucócitos, a sua concentração pode chegar 
a atingir entre 20-50 mM (Schuller-Levis e Park, 2003). 
A taurina reage com o HOCl dando origem a uma cloramina estável, a clorotaurina 
(Cltau) (Weiss, 1982). A detecção de Cltau foi feita recorrendo a um método bastante simples, 
sensível e específico, descrito por Dypbukt et al. (2005), com algumas modificações. Esta 
reacção foi seguida espectrofotometricamente, a 655 nm, na presença de 3,3’,5,5’-
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tetrametilbenzidina (TMB) e iodeto (catalizador), o que origina um cromóforo que absorve 
fortemente na zona do azul (figura 3.3). 
 
R-NH2 + HOCl → RNHCl + H2O 
RNHCl + H  + I  → RNH2 + ICl 
ICl + H2O → HOI + HCl 
HOI + R’H2 (TMB)→ R’ + I  + H
+ + H2O ou 
ICl + R’H2 (TMB) → R’ + I  + Cl
- + 2H+ 
Figura 3.3 – Esquema reaccional da oxidação da taurina pelo HOCl, e a sua detecção pelo método do TMB, na 
presença de iodeto de potássio (KI) como catalisador. Adaptado de Dypbukt et al., 2005 
Quanto maior for a concentração de HOCl, maior será a absorvência a 655 nm, pois 
maior será a quantidade de Cltau formada. Na presença dum composto fenólico, este vai 
competir com a taurina para o HOCl, evitando a sua cloração e o consequente aumento da 
absorvência a 655 nm. 
A taurina está presente em excesso, no meio reaccional, e as concentrações de HOCl 
foram sempre menores que 100 μM, pelo que se assume que [Cltau]  [HOCl], e que não se 
forma diclorotaurina (Weiss, 1982). 
Este método permite, através duma curva de calibração, quantificar o HOCl captado, 
relacionando a absorvência do cromóforo (que reflecte a concentração de Cltau formada) com 
concentrações crescentes de HOCl. 
O reagente revelador é composto por 3,3’,5,5’-tetrametilbenzidina (TMB) 2 mM, em 
tampão acetato 400 mM pH 5,4, contendo 30% de dimetilformamida (DMF) e KI 100 μM. Esta 
solução requer bastante cuidado a ser preparada; dissolveu-se o TMB em 30 mL de DMF 100% 
e, em seguida, adicionou-se tampão acetato 400 mM pH 5,4, muito lentamente, e sob agitação 
(60 mL) e, finalmente, o KI (em 10 mL de tampão acetato). 
A curva de calibração foi realizada adicionando concentrações crescentes de HOCl (0-
78,13 μM) a uma solução de taurina 5 mM, em tampão de fosfatos 10mM pH 7,4, contendo 
NaCl 140 mM e KCl 10 mM, para um volume final de 160 L. 
A Cltau foi detectada ao fim de 5 minutos, a 24 ºC, adicionando à mistura anterior 40 
L de reagente revelador, isto é, na proporção 4:1. A formação imediata dum produto azul 
indicou a presença de Cltau. 5 minutos após a mistura, as absorvências foram registadas, a 655 
nm, num leitor de microplacas. 
Traçou-se um gráfico de concentração inicial de HOCl versus aumento da absorvência a 
655 nm, e determinou-se o valor de .l. 
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Os ensaios de inibição da cloração da taurina, pelos compostos fenólicos, continham 
taurina 5 mM, HOCl 50 M e concentrações crescentes de compostos fenólicos (0-25 M), em 
tampão de fosfatos 10 mM pH 7,4, contendo NaCl 140 mM e KCl 10 mM, para um volume final 
de 160 L. A detecção foi feita como descrito para a curva de calibração. 
Todos os ensaios foram realizados em microplacas de 96 poços e foram realizados 
ensaios controlo em que se observou que, durante o ensaio, não ocorreu oxidação espontânea 
do reagente revelador. 
Os resultados foram calculados em percentagem de cloração da taurina, de acordo 
com a seguinte equação: 
 
     Equação 3.2 
 
[Cltau]f – [Cltau] na presença de composto fenólico 
[Cltau]0 – [Cltau] na ausência de composto fenólico 
 
Os valores obtidos a partir da equação 3.2 foram expressos graficamente em função da 
concentração do composto fenólico. A partir dos gráficos obtidos, calcularam-se os valores de 
IC50, que correspondem à concentração de composto fenólico que causa uma diminuição de 
50% na cloração da taurina.  
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3.4 Avaliação da captação, por compostos fenólicos, de HOCl 
produzido por neutrófilos activados 
Para tentar mimetizar, o mais possível, o que acontece in vivo, testou-se a captação, 
por acção dos compostos fenólicos, do HOCl produzido através de neutrófilos isolados a partir 
de sangue humano, e activados, ex vivo, por PMA. A captação do HOCl produzido foi avaliada 
através dum ensaio de cloração da taurina e através da oxidação da sonda APF, específica para 
ERO fortemente oxidantes. 
 
3.4.1 Isolamento de neutrófilos de sangue humano 
Os neutrófilos foram isolados com base no método descrito por Coelho (2004), com 
algumas modificações. Durante o protocolo de isolamento, foi essencial que todas as soluções 
utilizadas estivessem a 24 ºC, para evitar a agregação plaquetária, o que inviabiliza 
parcialmente o isolamento. 
O sangue periférico de dadores voluntários saudáveis foi recolhido para tubos estéreis 
com anticoagulante (K3EDTA). O sangue total (2 × 9 mL) foi transferido para dois tubos falcon 
de 15 mL, tendo-se depois adicionado uma solução de dextrano a 6% (preparada na hora em 
tampão de fosfatos 0,1 M pH 7,4 e NaCl 0,9%), na proporção 5:1 (v:v). Misturou-se por 
inversão, cerca de 10 vezes, muito lentamente, para evitar a lise dos leucócitos. 
Deixou-se repousar durante 90 minutos, a 24 ºC e ao abrigo da luz; este passo permitiu 
a separação dos constituintes do sangue, através de sedimentação por acção da gravidade: os 
eritrócitos sedimentaram com o dextrano, e o plasma contendo as plaquetas e leucócitos 
ficaram no sobrenadante. Recolheu-se o sobrenadante, cuidadosamente para não arrastar 
eritrócitos, para tubos de plástico de fundo redondo (3 mL de sobrenadante por tubo) e 
adicionou-se uma solução de NH4Cl 0,87% (m/v), na proporção 1:2 (v:v), a cada tubo; 
misturou-se lentamente por inversão, cerca de 10 vezes, e deixou-se repousar 5 minutos ao 
abrigo da luz e a 24 ºC. Este passo permitiu lisar eventuais eritrócitos que não tivessem sido 
eliminados no passo com o dextrano. 
Centrifugaram-se os tubos a 250 g, durante 5 minutos e a 24 ºC, numa centrífuga com 
rotor basculante (Rotofix 32, Hettich). Este passo permitiu a separação dos leucócitos (que 
ficaram no sedimento) das plaquetas (que ficaram no sobrenadante). Depois de remover o 
sobrenadante, este foi desprezado, e realizaram-se mais 3 centrifugações iguais à anterior, 
ressuspendendo o sedimento sempre em tampão de fosfatos Krebs-Ringer (KR) (NaCl 122 mM, 
KCl 4,89 mM, MgSO4 1,22 mM, D-glucose 1 mg/mL, em tampão de fosfatos 16 mM pH 7,4), 
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suplementado com 0,03% (m/v) de EDTA (tampão KRS). Estas centrifugações permitiram a 
lavagem dos leucócitos e a presença do EDTA neste tampão impede a agregação dos 
neutrófilos com as plaquetas e as células mononucleares. 
Após a última centrifugação, o sedimento (leucócitos) de cada tubo foi ressuspendido 
em tampão KR suplementado com CaCl2 0,6 mM (tampão KRC), de modo a que o volume final 
do conjunto dos tubos fosse 1,5 mL. A partir daqui, todo o procedimento foi realizado em gelo 
e teve-se em conta que os neutrófilos devem ser utilizados num intervalo de tempo máximo 
de 3h30m após o seu isolamento. 
 
3.4.2  Determinação da viabilidade celular dos neutrófilos 
Um passo bastante importante após o isolamento dos neutrófilos é avaliar qual o 
número de células viáveis presentes. Neste trabalho, a determinação da viabilidade das células 
foi testada pelo método de exclusão usando o corante azul de tripano. A reactividade do azul 
de tripano é baseada no facto de que o cromóforo é carregado negativamente e não interage 
com a célula, a não ser que a membrana esteja danificada. Assim sendo, células ou tecidos 
vivos, com membranas celulares intactas, não são coradas, enquanto que células não-viáveis 
apresentam-se coradas de azul (Freshney, 1993). 
Começou por diluir-se 15× a solução que continha os neutrófilos, em tampão KRC, e 
misturou-se na proporção 1:1 (v:v) a solução preparada anteriormente com o azul de tripano a 
0,05% (em D-PBS). Fez-se a contagem (com 10 L da solução anterior) num hemocitómetro 
(câmara de Neubauer, Albert Sass, Alemanha) com uma profundidade de 0,1 mm e uma área 
de 0,0025 mm2. 
Os ensaios de viabilidade foram realizados num microscópio óptico (Olympus CK40), e 
consideraram-se não-viáveis todas as células azuis. Para calcular a percentagem de células 
viáveis, usou-se a equação 3.3. 
 
    Equação 3.3 
 
A viabilidade dos neutrófilos, determinada por este método, foi em todos os ensaios 
superior a 92%, o que não se encontra muito discrepante do valor considerado ideal para 
prosseguir com os ensaios (> 95%) (Robinson et al., 1997). 
 
3.4.3 Cloração da taurina 
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Assim como se realizou o ensaio de cloração da taurina, por acção do HOCl produzido 
quimicamente, também se pode estudar a cloração da taurina através do HOCl produzido por 
neutrófilos activados por PMA. 
Este ensaio é possível porque a exposição dos neutrófilos a vários estímulos, como o 
PMA, induz a libertação do conteúdo de todos os tipos de grânulos do neutrófilo (incluindo 
vesículas secretoras) e activa uma cascata de transdução de sinal (secção 1.2.1.3), 
nomeadamente um burst respiratório que activa a NADPH oxidase, gerando O2
•-, que é depois 
convertido a H2O2 e O2. Como nem o O2
•- nem o H2O2 são fortemente microbicidas, pensa-se 
que estas espécies sejam precursoras de agentes oxidantes mais potentes, como o HOCl 
(Setsukinai et al., 2003). 
Para este estudo, seguiu-se o método descrito por Dypbukt et al. (2005), com algumas 
modificações. Os neutrófilos, numa concentração celular de 2 × 106 células/mL, e na presença 
de taurina 5 mM e concentrações crescentes de flavonóide e ácidos fenólicos (0-20 M), em 
tampão KRC, foram activados por incubação com PMA 100 ng/mL, durante 30 minutos num 
banho de água a 37ºC (volume final de 250 L). Após esse tempo, parou-se a reacção de 
estimulação dos neutrófilos com a adição de catalase 20 g/mL (degrada o H2O2) e colocou-se 
em gelo durante mais 10 minutos. Precipitaram-se as células através duma centrifugação, 
durante 5 minutos, numa centrífuga mini-spin da Eppendorf (5804 R), a 12800 rpm. 
Para proceder ao estudo da cloração da taurina pipetou-se, para uma microplaca de 96 
poços, 160 L do sobrenadante (que contém tudo o que foi libertado pelos neutrófilos) e 
adicionaram-se 40 L de reagente revelador. A detecção foi feita como descrito na secção 
3.3.2. 
A quantificação da produção do HOCl, produzido pelos neutrófilos, foi realizada 
através da curva de calibração descrita anteriormente (secção 3.3.2), bem como o tratamento 
de dados. 
 
3.4.4 Oxidação da sonda fluorescente APF 
O estudo da captação do HOCl produzido pelos neutrófilos activados também foi 
realizado recorrendo à sonda fluorescente APF (3-aminofenilfluoresceína). Esta sonda foi 
desenvolvida recentemente (Setsukinai et al., 2003) para detectar, selectivamente, ERO de 
elevado poder oxidante (OH•, ONOO  e OCl ). A reacção baseia-se no facto destas espécies 
reactivas reagirem com a sonda, que quase não é fluorescente, e essa reacção dar origem a 
um composto altamente fluorescente, a fluoresceína, como se encontra esquematizado na 
figura 3.4: 
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Figura 3.4 – Oxidação da sonda APF pelo HOCl. (Setsukinai et al., 2003) 
 
A reacção de oxidação da sonda APF dará origem a uma maior fluorescência quanto 
maior a concentração de HOCl presente. Na presença dos compostos fenólicos, estes 
competem com a APF para o HOCl evitando, assim, a sua oxidação e o consequente aumento 
da fluorescência. 
De referir que, apesar da sonda detectar, sobretudo, OH•, ONOO  e OCl , o sinal para 
este último oxidante é três vezes superior ao do OH• e sete vezes superior ao do ONOO  
(Setsukinai et al., 2003). 
Uma grande vantagem desta sonda, que a torna bastante eficiente neste tipo de 
estudos, é a sua elevada resistência à auto-oxidação induzida pela luz, quer in vitro, quer in 
vivo (Setsukinai et al., 2003). Para além disso, esta sonda também é apropriada para visualizar 
imagens de fluorescência (microscopia confocal e citometria de fluxo) derivadas da produção 
de HOCl por neutrófilos activados por PMA (Setsukinai et al., 2003). 
 
3.4.4.1 Detecção da oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria 
A detecção da quantidade de APF oxidada pode ser obtida através dum ensaio num 
espectrofluorímetro, tomando partido do facto da sonda, ao ser oxidada, originar um aumento 
da fluorescência emitida, que pode ser detectada a 530 nm, se a sonda for excitada a 490 nm. 
A realização deste ensaio no espectrofluorímetro significa que a fluorescência detectada será a 
total, ou seja, a que se encontra no interior e exterior das células. 
O protocolo estabelecido para o estudo do efeito dos compostos fenólicos na oxidação 
da sonda APF, pela acção do HOCl produzido por neutrófilos activados, foi elaborado como se 
descreve a seguir. Adicionou-se a uma microplaca de fluorescência (BD Falcon Optilux), para 
um volume final de 200 L, 5 × 105 neutrófilos/mL e APF 2,5 M, em tampão KRC. Deixou-se 
incubar durante 15 minutos e a 24 ºC, para permitir a entrada da sonda nos neutrófilos e, após 
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esse tempo, adicionaram-se concentrações crescentes de flavonóides e ácidos fenólicos (0-8 
M) e o PMA (100 ng/mL), para dar início à estimulação das células. Imediatamente, iniciou-se 
a leitura de fluorescência num espectrofluorímetro (Spectra Max Gemini EM, recorrendo ao 
software SoftMax Pro) durante 15 minutos e a 37ºC, nos comprimentos de onda referidos 
anteriormente. 
O efeito na oxidação da sonda, para cada concentração dos compostos estudados, foi 
avaliado através da determinação dos declives na zona linear das curvas de fluorescência, 
obtidas ao longo do tempo de leitura. Tendo em conta o valor do declive obtido na ausência 
de flavonóide (fluorescência máxima), foi possível determinar a percentagem de oxidação da 
sonda APF para cada concentração de composto fenólico. O cálculo foi feito através da 
equação 3.4: 
 
    Equação 3.4 
 
Declivef – declive da curva na presença do composto fenólico 
Declive0 – declive da curva na ausência do composto fenólico 
 
Os resultados da percentagem de oxidação da sonda APF foram expressos 
graficamente em função da concentração dos compostos fenólicos. A partir destes gráficos 
calcularam-se os respectivos valores de IC50, que correspondem à concentração de composto 
capaz de inibir a oxidação da sonda APF em 50%. 
 
3.4.4.2 Detecção da oxidação da sonda APF por citometria de fluxo 
O objectivo do ensaio por citometria de fluxo foi estudar o efeito da presença de 
flavonóides na oxidação da sonda APF, por acção do HOCl produzido por neutrófilos activados, 
seguindo esse efeito no interior dos neutrófilos e em tempo real. 
A citometria de fluxo é uma técnica que foi concebida para automatizar a análise e 
separação de células presentes numa mistura (Robinson et al., 1997). O seu funcionamento 
baseia-se na passagem das células, individualmente, através duma câmara de fluxo criada por 
um fluido isotónico, e sob o qual incide um laser. Cada vez que uma célula passa através do 
laser, a luz é desviada do detector e esta interrupção do sinal do laser é registada (O’Conner et 
al., 2001). A citometria permite a medição, em simultâneo, da emissão de fluorescência e da 
dispersão da luz. 
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A fluorescência é detectada através dum sistema de espelhos que conduz a luz emitida 
até ao respectivo fotomultiplicador, que posteriormente traduz o sinal eléctrico em valores de 
intensidade de fluorescência média, que chegam ao computador. Por outro lado, são sempre 
registados valores de dispersão de luz frontal (FS – Forward Scatter), através de um detector 
alinhado com o feixe, e valores de dispersão lateral (SS – Side Scatter), por um detector que faz 
um ângulo de 90º com a direcção do feixe (O’Conner et al., 2001). 
Os ensaios de citometria de fluxo foram realizados num citómetro Coulter Epics XL, da 
Beckman-Coulter, e recorrendo ao software System II (Coulter Electronics). 
O primeiro passo foi identificar os neutrófilos presentes em solução através dum 
gráfico de dispersão da luz. Para isso adicionaram-se, para um volume final de 2 mL, 5 × 105 
células/mL, em tampão KRC, num tubo apropriado de citómetro, e fez-se uma aquisição dos 
valores de FS e SS, os quais permitem uma estimativa do tamanho e complexidade interna 
(granulosidade) das células, respectivamente. Os vários tipos de células existentes em solução 
distribuíram-se de acordo com as suas características de FS e SS, como se pode observar na 
figura 3.5: 
 
Figura 3.53 – Distribuição das várias populações de células, presentes em solução, de acordo com os respectivos 
valores de FS e SS. 
A identificação é facilitada, neste caso, porque se sabe o que existe na suspensão 
celular e em que proporções. A partir da identificação da população a analisar, desenha-se 
uma região (faz-se um gating) que delimite essa mesma população, para os ensaios seguintes. 
Esta é uma das vantagens do uso de citometria de fluxo, em detrimento da 
espectrofluorimetria, uma vez que a oxidação da sonda APF apenas é seguida na população 
gateada, ou seja, nos neutrófilos (O’Connor et al., 2001). 
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O ensaio da oxidação da sonda APF, por acção de neutrófilos activados com PMA e na 
presença de flavonóides, foi realizado adicionando, para um volume final de 2 mL, 5 × 105 
células/mL e APF 2,5 μM, em tampão KRC; deixou-se incubar durante 15 minutos e a 24 ºC (o 
tempo necessário para a sonda entrar nas células). Ao fim desse tempo, adicionou-se o 
flavonóide (0-5 M para a quercetina e luteolina e 0-10 M para a crisina) e, após 5 minutos, o 
PMA (100 nM). 
Imediatamente antes da adição do PMA fez-se uma leitura de 5000 eventos, 
adicionou-se o PMA e, a partir daí, fizeram-se leituras de 5000 eventos de 5 em 5 minutos, 
durante 30 minutos. Registou-se a fluorescência da sonda, em função do tempo e o número de 
células em função da fluorescência. Também foi realizado um ensaio controlo, em que não se 
adicionou flavonóide ao meio reaccional. 
O tempo é medido em “canais”, que posteriormente se convertem em segundos (1024 
canais correspondem a 300 segundos). Para cada histograma, criaram-se regiões de análise, 
correspondentes às leituras de 5000 eventos, de 5 em 5 minutos. O software do citómetro 
imprime automaticamente a estatística de cada região, nomeadamente a intensidade de 
fluorescência média. 
Estando na posse desses valores, foi possível determinar a percentagem de oxidação 
da sonda APF, para cada concentração estudada, de acordo com a equação 3.5. 
 
   Equação 3.5 
 
O numerador representa a intensidade de fluorescência média, na presença de 
flavonóide, no tempo em que se registou activação máxima dos neutrófilos (15 minutos após 
estimulação com o PMA) e o denominador representa a intensidade de fluorescência média na 
ausência de flavonóide (controlo). 
Os resultados da percentagem de oxidação da sonda APF foram expressos 
graficamente em função da concentração de flavonóide. A partir destes gráficos, calcularam-se 
os respectivos valores de IC50, que correspondem à concentração de composto capaz de inibir 
a oxidação da sonda APF em 50%. 
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3.5 Isolamento de monócitos de sangue humano 
Neste trabalho foi optimizada uma técnica de isolamento de monócitos, a partir de 
sangue periférico humano. As células foram isoladas através duma centrifugação de gradiente 
de densidade, com Ficoll, tendo o protocolo sido adaptado a partir de U.Repnik et al. (2003). O 
procedimento seguido tem as vantagens de ser simples, seguro e barato. 
O objectivo foi isolar células mononucleares do sangue periférico (PBMCs), o que 
engloba monócitos e linfócitos. Estas células são um importante componente do sistema 
imune, como referido na secção 1.2.2, e são muito usadas em investigação e ensaios clínicos.  
Todo o protocolo foi efectuado na câmara de fluxo laminar (ESCO – SCII Class II 
Biohazard Safety Cabinet), em condições estéreis, assim como todas as soluções e materiais 
utilizados estavam estéreis. 
 
Após recolher o sangue periférico de dadores voluntários saudáveis, num tubo estéril 
com anticoagulante (K3EDTA), diluiu-se este com D-PBS (1:1) (v:v) e misturou-se bem. A 
solução de D-PBS foi suplementada com 2% de soro de bovino fetal (FBS), inactivado. 
Adicionou-se esta mistura a Ficoll-Paque Plus (2:1), muito lentamente, de modo a ficar em 
camadas. O Ficoll é um polissacárido hidrofílico que separa as camadas de sangue. 
Centrifugou-se a 950 g (centrífuga Rotofix 32, Hettich), durante 15 minutos e, de 
seguida, removeu-se e desprezou-se a camada superior, que continha plasma e plaquetas. 
Recolheu-se a camada imediatamente abaixo, que continha os PBMCs, para um novo falcon 
contendo D-PBS. Centrifugou-se a 350 g, durante 7 minutos, e removeu-se o sobrenadante. 
Ressuspenderam-se as células em 14 mL de D-PBS e centrifugou-se novamente, nas mesmas 
condições. Removeu-se o sobrenadante e ressuspendeu-se em 1 mL de D-PBS. 
Adicionou-se esta suspensão celular para um novo falcon, contendo 3,5 mL de Percoll 
iso-osmótico (para a preparação de 60 mL desta solução, adicionou-se 24,9 mL de Percoll a 
29,1 mL de H2O e 6 mL de NaCl 1,5 M), muito lentamente, de modo a formar camadas. Este 
passo permitiu a eliminação de plaquetas que ainda poderiam estar presentes. Centrifugou-se 
a 350 g durante 25 minutos; removeu-se o sobrenadante e ressuspenderam-se as células em 
15 mL de D-PBS. Centrifugou-se, mais uma vez, a 350 g durante 15 minutos. Removeu-se o 
sobrenadante e ressuspenderam-se as células em 250 L de meio de cultura completo (RPMI-
1640 suplementado com penicilina e estreptomicina 100 U/mL, piruvato de sódio 1 mM e 10% 
(v/v) de soro FBS inactivado). 
Para todas as experiências a realizar com monócitos humanos isolados, estes têm que 
ser usados no próprio dia do seu isolamento. 
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A viabilidade das células isoladas foi testada pelo método de exclusão com o azul de 
tripano (como descrito na secção 3.4.2). 
O objectivo do isolamento de monócitos humanos isolados era usar essas células para 
os estudos posteriores, nomeadamente ao nível da activação do factor de transcrição NF- B. 
Contudo, devido ao baixo rendimento do processo de isolamento, esses ensaios apenas se 
realizaram com a linha celular THP-1. Apesar disso, foi realizado um ensaio de actividade 
metabólica dos monócitos, de modo a testar que concentrações de flavonóides poderiam ser 
tóxicas para as células, nos tempos de incubação do ensaio. 
 
3.5.1 Actividade metabólica dos monócitos isolados 
Um estudo fundamental a realizar, após o isolamento das células, é determinar se 
estas são afectadas pela presença do composto em estudo, isto é, conhecer a sobrevivência 
das mesmas na presença do flavonóide. Este ensaio permitiu concluir se as concentrações de 
flavonóides que se queriam estudar seriam tóxicas, ou não, para as células isoladas, no tempo 
de incubação experimental. 
Existem vários indicadores da viabilidade celular, nomeadamente: a integridade da 
membrana, a síntese e o conteúdo de DNA, a actividade enzimática, a presença de adenosina 
trifosfato (ATP) e as condições redutoras da célula. 
O método utilizado, neste trabalho, para determinar a actividade metabólica das 
células foi o método do azul de alamar. O azul de alamar é um indicador da viabilidade celular, 
usado quando se precisa de saber se as células têm energia suficiente para proliferar. Tem as 
vantagens de ser um método não-tóxico, que não lisa as células, económico, fácil, rápido, 
simples e seguro (para o utilizador, células e ambiente). Usa o poder redutor natural das 
células vivas para converter a resazurina (ingrediente activo do azul de alamar, não-
fluorescente e permeável às células) à respectiva molécula fluorescente, a resofurina. As 
células viáveis continuam a converter a resazurina a resofurina, gerando uma medida 
quantitativa da viabilidade e citotoxicidade. A quantidade de fluorescência produzida é 
proporcional ao número de células vivas (Nakayama et al., 1997). 
 
Figura 3.6 – Mecanismo do azul de alamar, como indicador. A resazurina, um indicador não-fluorescente, é 
convertida em resofurina, através de reacções de redução das células metabolicamente activas. (Nakayama et al., 
1997) 
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Para o ensaio, pipetou-se para uma microplaca de fluorescência 1 × 106 células/mL e 
concentrações crescentes de flavonóide (0-20 M). Incubaram-se as células, durante 1h, numa 
estufa a 37ºC e 5% de CO2, para dar tempo para o flavonóide entrar na célula. 
Após esse tempo, adicionou-se LPS 10 ng/mL, para um volume final de 90 L, e deixou-
se incubar durante mais 16h, nas mesmas condições. A função do LPS é mimetizar a invasão 
bacterina, o que induz uma resposta inflamatória nas células. 
Após as 16h, adicionou-se azul de alamar (volume final de 100 L) e deixou-se a 
incubar por mais 3h, as mesmas condições, fazendo leituras nos tempos 0, 1, 2 e 3h. As leituras 
de fluorescência foram realizadas num espectrofluorímetro, tendo sido utilizado um 
comprimento de onda de excitação de 500 nm e registados os valores obtidos a um 
comprimento de onda de emissão de 600 nm. 
A análise dos resultados foi feita traçando um gráfico da intensidade de fluorescência 
em função das concentrações de flavonóide estudadas. Foi descontado o respectivo valor do 
ensaio controlo, ou seja, na ausência de células, para cada concentração de flavonóide. 
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3.6 Acção de flavonóides na activação do factor de transcrição 
NF- B 
Para estudar o efeito dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF- B, 
induzida através de um estímulo com LPS, foi realizado um ensaio por Western blot. 
Foi utilizada a linha celular THP-1, à qual se realizou, para começar, um teste da sua 
actividade metabólica, na presença de várias concentrações de LPS e flavonóide. Isto para 
assegurar que a concentração de LPS utilizada seria suficiente para estimular as células sem 
que fosse, de alguma forma, tóxica para estas, e que a gama de concentrações de flavonóides 
utilizada não originasse a morte celular, por si só. 
 
3.6.1 Linha celular THP-1 
Todos os procedimentos que a seguir se descrevem e que envolvem o manuseamento 
desta linha celular, foram realizados numa câmara de fluxo laminar (ESCO – SCII Class II 
Biohazard safety cabinet), em condições estéreis. Para além disso, todas as soluções e 
materiais necessários para os ensaios estavam estéreis. 
O primeiro passo foi fazer a contagem e determinar a viabilidade da linha celular; para 
isso, misturou-se uma amostra das células com uma solução de azul de tripano a 0,05%, na 
proporção 1:1 (v:v). Esta mistura foi depois analisada como descrito na secção 3.4.2. 
 
3.6.2 Actividade metabólica da linha celular THP-1 
Antes de prosseguir com os ensaios de Western blot, foi necessário ver qual a 
concentração ideal de LPS e flavonóides a utilizar nos ensaios, de forma a que estes não 
fossem tóxicos para as células, mas suficientes para exercer a sua função. 
 
3.6.2.1 Avaliação da toxicidade do LPS na linha celular THP-1 
A actividade metabólica da linha celular THP-1 foi determinada de acordo com o 
descrito na secção 3.5.1, recorrendo ao método do azul de alamar. 
Começou por testar-se se a quantidade de LPS adicionada às células, no ensaio, 
poderia influenciar, ou não, a sua actividade metabólica, de modo a assegurar que se 
trabalharia com as condições ideais no passo seguinte (Western blot). 
Os ensaios foram realizados numa microplaca de fluorescência (num volume final de 
90 L) contendo 1 × 106 células/mL e foram testadas várias concentrações de LPS (0-10 
g/mL), em meio RPMI-1640 suplementado como descrito na secção 3.2. Deixou-se a incubar 
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durante 16 h na estufa a 37 ºC e 5% de CO2 e, após esse tempo, adicionou-se azul de alamar na 
proporção 9:1 (v:v), respectivamente, para um volume final de 100 L. Imediatamente a seguir 
fez-se uma leitura da fluorescência ao comprimento de onda de excitação de 500 nm e ao 
comprimento de onda de emissão de 600 nm no espectrofluorímetro. Após esta leitura, 
fizeram-se mais 3 leituras, de hora a hora. 
Realizaram-se ensaios controlo, na ausência de células THP-1, para cada concentração 
de LPS estudada, na ausência de células. Os resultados da fluorescência foram expressos 
graficamente em função da concentração de LPS. 
 
3.6.2.2 Avaliação da toxicidade dos flavonóides na linha celular THP-1 
Com o objectivo de testar se as concentrações em estudo dos flavonóides seriam 
tóxicas para as células, foi realizado um ensaio de actividade metabólica, pelo método do azul 
de alamar (secção 3.6.1). As condições do ensaio foram as mesmas que para testar a 
actividade metabólica dos monócitos isolados a partir de sangue humano. 
Assim sendo, os ensaios foram realizados em microplacas de fluorescência contendo, 
para um volume final de 90 L, 1 × 106 células/mL e concentrações de flavonóide entre 0-20 
M, em meio RPMI-1640 suplementado como descrito na secção 3.2. As células foram 
mantidas durante 1h na estufa a 37 ºC e 5% de CO2, para permitir a entrada dos flavonóides 
nas células. Após esse tempo, adicionou-se LPS 100 ng/mL e deixou-se novamente a incubar 
durante mais 16h, nas mesmas condições. Terminado esse tempo, adicionou-se azul de 
alamar, na proporção 1:9 (v:v), para um volume final de 100 L e realizaram-se leituras de 
fluorescência como descrito na secção anterior (3.6.2.1). 
Realizaram-se ensaios controlo para cada concentração de flavonóide, ou seja, na 
ausência de células. Os valores de fluorescência foram expressos graficamente em função da 
concentração de flavonóide. 
 
3.6.3 Análise da activação do factor de transcrição NF- B, por Western 
blot, em células THP-1 activadas por LPS 
O Western blot é uma técnica que permite a identificação de uma proteína específica 
(neste caso do p65 e do I B- ), numa mistura complexa de proteínas (Kuby et al., 2003). Trata-
se de um método robusto, relativamente simples e bastante sensível (Harlow e Lane, 1999). 
Nesta técnica, a mistura de proteínas é separada electroforeticamente, de acordo com 
o seu peso molecular, num gel de SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE). As proteínas são, depois, 
transferidas para uma membrana de mitrocelulose e as bandas das proteínas individuais são 
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identificadas através da ligação de anticorpos, primário e secundário, específicos para a 
proteína de interesse, estando este último conjugado com um enzima (Kuby et al., 2003). 
Após decididos os valores de concentração de LPS e flavonóides a utilizar, foi 
necessário testar qual o tempo de incubação ideal das células THP-1 com o LPS, de forma a 
permitir uma maior translocação da proteína p65 para o núcleo. Estabelecido esse tempo, 
procederam-se aos estudos da acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-
B. 
 
3.6.3.1 Escolha do tempo de incubação das células THP-1 com o LPS 
Tratando-se da primeira vez que esta técnica foi implementada neste laboratório, foi 
necessário optimizar o protocolo, a fim de obter os melhores resultados possíveis. Assim 
sendo, foi necessário testar qual seria o tempo ideal de exposição das células THP-1 ao LPS 
(molécula que vai mimetizar uma situação de inflamação), de modo a obter uma translocação 
máxima de NF- B para o núcleo. 
O protocolo estabelecido para o estudo do tempo de incubação das células THP-1 com 
o LPS foi elaborado como se descreve a seguir. Os ensaios foram realizados numa placa de 
Petri de 60 mm e trabalhou-se com uma concentração celular de 1 × 106 células/mL e LPS 100 
ng/mL, em meio RPMI-1640 suplementado como descrito na secção 3.2, para um volume final 
de 5 mL. Deixaram-se as placas a incubar na estufa a 37 ºC e 5% de CO2 durante os seguintes 
tempos: 30 min, 1, 2 e 5h. Realizaram-se ensaios controlo para cada tempo de incubação 
testado, sem a adição de LPS. 
Após este passo, seguiram-se os procedimentos descritos a partir da secção 3.6.3.3. 
Os resultados dos níveis de p65 e I B-  foram apresentados calculando a razão entre 
os respectivos níveis na presença de LPS e o respectivo controlo (ausência de LPS). 
 
3.6.3.2 Acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF- B 
Nos ensaios com flavonóides, o número de células e a concentração de LPS utilizada 
foram os mesmos que referidos na secção anterior. Os ensaios foram realizados em placas de 
Petri de 60 mm que continham (para um volume final de 5 mL) uma concentração celular de 1 
× 106 células/mL e flavonóide, em meio RPMI-1640, suplementado como descrito na secção 
3.2. Foram estudados os flavonóides quercetina (nas concentrações 10 e 15 M), luteolina e 
crisina (5 e 10 M). Depois de adicionado o flavonóide à placa, e antes de adicionar o LPS, 
deixou-se 1h a incubar na estufa a 37 ºC e 5% de CO2, para dar tempo para o flavonóide entrar 
nas células. Só depois se adicionou o LPS 100 ng/mL, e se deixou durante mais 1h a incubar nas 
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mesmas condições. Realizaram-se controlos negativos (sem LPS) e controlos positivos (com 
LPS e sem flavonóide). 
Após este passo, seguiram-se os procedimentos descritos a partir da secção 3.6.3.3. 
Os resultados dos níveis de p65 e I B-  na presença de flavonóides foram 
quantificados calculando a razão entre os seus níveis e o controlo positivo. 
Após a realização dos ensaios descritos anteriormente, procedeu-se à extracção 
diferencial dos extractos citoplasmático e nuclear, de forma a poder analisar-se por Western 
blot as variações dos níveis da proteína p65, em ambos os extractos, e da proteína I B-  
apenas no extracto citoplasmático, tendo em conta a ausência ou presença de flavonóide. 
 
3.6.3.3 Preparação dos extractos citoplasmáticos e nucleares 
O procedimento que a seguir se descreve foi sempre realizado em gelo. 
Após efectuado o devido tratamento às células (descrito nas secções 3.6.3.1 e 3.6.3.2), 
estas foram recolhidas, juntamente com o meio circundante, para tubos falcon de 15 mL e 
centrifugaram-se a 140 g (centrífuga Rotofix 32, Hettich), durante 4 minutos e a 24 ºC, de 
forma a lavar as células. Removeu-se o sobrenadante e ressuspenderam-se as células em 2 mL 
de PBS (Na2HPO4 8 mM, KH2PO4 1,5 mM, NaCl 137 mM e KCl 3 mM pH 7.4); transferiram-se 
para um tubo eppendorf e centrifugaram-se novamente, nas mesmas condições (centrífuga 
Eppendorf 5804R), por 2 vezes. 
Após a remoção do sobrenadante, ressuspenderam-se as células em 300 L de solução 
tampão de lise do citoplasma completo (Hepes KOH 50 mM (pH 7,2) contendo EDTA 2 mM, 
NaCl 10 mM e sacarose 250 mM, e suplementado no dia do ensaio com nonidet 0,1% (v/v), 
DTT 2 mM e os inibidores de proteases benzamidina 1,5 g/mL, leupeptina 10 g/mL, 
pepstatina 1 g/mL e PMSF 1 mM) e deixaram-se em gelo durante 15 minutos, de forma a 
provocar a lise da membrana citoplasmática. Terminado este tempo, centrifugaram-se as 
amostras a 3 000 g (centrífuga Eppendorf 5804R), durante 4 minutos e a 4ºC, e recolheram-se 
os sobrenadantes, que continham as proteínas citoplasmáticas. No sedimento ficaram os 
núcleos, que foram ressuspendidos em 300 L de PBS e, em seguida, centrifugados nas 
condições descritas anteriormente. Este passo permitiu a lavagem das células, de modo a 
remover possível solução de tampão de lise do citoplasma que não tenha sido retirada. 
Após a centrifugação, os sobrenadantes foram desprezados e os núcleos 
ressuspendidos em 30 L de solução tampão de lise de núcleo completo (Hepes KOH 50 mM 
(pH 7,2) contendo EDTA 2 mM, NaCl 200 mM e glicerol 20% (v/v), e suplementado no dia do 
ensaio com DTT 2 mM e os inibidores de proteases benzamidina 1,5 g/mL, leupeptina 10 
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g/mL, pepstatina 1 g/mL e PMSF 1 mM) e mantiveram-se as amostras em gelo, durante 30 
minutos, agitando no vórtex 3 vezes durante esse período, para induzir a lise dos núcleos. 
Terminado este tempo, centrifugaram-se as amostras a 10 000 g (centrífuga Eppendorf 5804R), 
durante 10 minutos e a 4ºC, e recolheram-se os sobrenadantes, que continham as proteínas 
nucleares. 
 
3.6.3.4 Quantificação das fracções proteicas 
A quantificação proteica das fracções citoplasmática e nuclear foi realizada pelo 
método de Bradford modificado (Bradford, 1976). Este método baseia-se na formação dum 
complexo entre o corante, o azul de Coomassie G, e as proteínas em solução. A formação 
deste complexo causa um desvio no máximo de absorvência do corante, de 465 para 595 nm, 
sendo a absorvência proporcional à quantidade de proteína presente (Bradford, 1976). 
Foi realizada uma curva de calibração com soluções-padrão de albumina de soro 
bovino (BSA) entre 0-80 g/mL, e as fracções citoplasmática e nuclear foram diluídas 20 e 40×, 
respectivamente. Quer as amostras, como o branco e os padrões foram realizados em 
triplicado. Depois de feitas as diluições, adicionou-se reagente de Bradford na proporção 10:1 
(v:v). 
 
3.6.3.5 Corrida das amostras num gel desnaturante SDS-PAGE 
A partir dos resultados do doseamento proteico, as amostras foram fervidas durante 5 
minutos (para ajudar à desnaturação) com solução de amostra (constituída por SDS 5% (p/v), 
glicerol 25% (v/v), azul de bromofenol 0,01% (p/v), -mercaptoetanol 25% (v/v), Tris 0,4 M pH 
6,8 40% (v/v), em H2O), na proporção 4:1 (v:v). As amostras foram preparadas de modo a 
adicionar o máximo de proteína possível em cada poço (20 g nas amostras citoplasmáticas e 
10-20 g nas amostras nucleares) e as proteínas foram separados por SDS-PAGE em géis de 
poliacrilamida de 10% (m/v) recorrendo, para o efeito, a um sistema de mini-géis (Laemmli, 
1970). 
O gel de resolução era constituído por acrilamida 10% (m/v), bis-acrilamida 0,25% 
(m/v) e SDS 0,1% (m/v) em Tris-HCl 0,4 M (pH 8,8); foram usados como agentes polimerizantes 
o TEMED 0,05% (v/v) e o PSA 0,05% (m/v), sendo este último preparado na hora. O gel de 
concentração era constituído por acrilamida 5% (m/v), bis-acrilamida 0,14% (m/v) e SDS 0,1% 
(v/v), em Tris-HCl 0,6 M (pH 6,8), tendo-se utilizado como agentes polimerizantes o TEMED 
0,1% (v/v) e o PSA 0,1% (m/v) (Laemmli, 1970). 
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A solução tampão de electroforese era constituída por Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e 
SDS 0,1% (m/v). 
A corrente aplicada ao sistema de electroforese foi ajustada para 25 mA por gel, e as 
amostras foram corridas até que o azul de bromofenol atingisse o fim do gel de resolução. 
 
3.6.3.6 Transferência das proteínas para a membrana 
De seguida procedeu-se à transferência das proteínas do gel para uma membrana de 
nitrocelulose 0,45 M (Protran BA 85, Whatman, Alemanha), utilizando para esse fim um 
aparelho de transferência semi-seco (Bio-Rad Trans-Blot SD Semi-Dry Transfer Cell). 
Após a remoção do gel, este foi equilibrado em solução tampão de transferência 
[constituída por Tris 48 mM, glicina 39 mM, metanol 20% (v/v) e SDS 0,0375 (m/v) pH 9,2 – 
Bjerrum e Schafer-Nielsen (1986)] durante 30 minutos. Procedeu-se à transferência das 
proteínas para a membrana durante 1h, com uma intensidade de corrente ajustada a 0,8 
mA/cm2 de gel. 
 
3.6.3.7 Coloração das proteínas com Ponceau S 
Após a transferência, para saber se esta tinha sido feita correctamente, coraram-se as 
membranas, durante 5 minutos, com uma solução de Ponceau S, um corante negativo que se 
liga aos grupos amina, carregados positivamente, das proteínas (Salinovich e Montelaro, 
1986). 
Esta técnica de coloração tem a vantagem de ser simples, barata e reversível, pelo que 
não interfere com nenhum dos métodos subsequentes, o que permite a detecção das 
proteínas de interesse com anticorpos (Harlow e Lane, 1999). 
 
3.6.3.8 Western blot 
Para a reacção das proteínas com os anticorpos específicos, as membranas das duas 
fracções foram bloqueadas com uma solução de leite magro desnatado a 5% (m/v) em PBS, 
durante 1h e a 24 ºC. Este passo de bloqueamento da membrana previne a adsorção não-
específica dos reagentes imunológicos (Harlow e Lane, 1999). De seguida, as membranas 
foram incubadas com o anticorpo primário, diluído em leite magro desnatado a 5% (m/v) em 
PBS, tal como indicado no quadro 3.1, durante 1 h e à temperatura de 24 ºC. 
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Quadro 3.1 – Lista dos anticorpos primários utilizados no Western blot, e respectivas diluições. 
Fracção Anticorpo primário (Ref.) Diluição 
Citoplasmátic
a 
Anti-p65 (sc-372) 
Anti-I B-  (sc-371) 
Anti- -actina (A 5060) 
1:1000 
1:800 
1:250 
Nuclear Anti-p65 (sc-372) 1:1000 
   
As membranas foram, depois, lavadas com uma solução de PBS contendo tween 20 
0,1% (v/v) durante 2×15 minutos e 3×5 minutos, de forma a remover o excesso de anticorpo e 
a retirar as ligações não-específicas. 
De seguida, as membranas foram incubadas com o anticorpo secundário goat anti-
rabbit, conjugado com peroxidase de rábano (sc-2004), na diluição 1:4000, durante 1h e a 24 
ºC. Terminado esse tempo, lavaram-se as membranas com PBS nos tempos indicados 
anteriormente. 
A detecção da ligação proteína-anticorpo foi realizada por quimioluminescência, 
recorrendo para isso ao kit de quimioluminescência ECL (GE Healthcare, Amersham, Reino 
Unido), de acordo com as instruções do fabricante. A quimioluminescência é um método 
altamente sensível, em que se dá a oxidação química do luminol pelo H2O2, criando um 
intermediário instável, que decai com a emissão da luz e impressiona uma chapa fotográfica. A 
reacção é catalisada pelo enzima peroxidase de rábano, que se encontra conjugado com o 
anticorpo secundário (Harlow e Lane, 1999). 
 
3.6.3.9 Tratamento dos resultados 
Depois de digitalizadas as chapas, estas foram analisadas pelo software ImageJ 
(Rasband, 1997), a fim de proceder à quantificação dos resultados. 
Os resultados foram expressos calculando a razão entre a intensidade das bandas dos 
controlos positivos, em relação aos controlos negativos (para os ensaios da secção 3.6.3.1), e 
das bandas das amostras com flavonóides em relação aos controlos positivos (para os ensaios 
da secção 3.6.3.2). 
O controlo de aplicação das proteínas citoplasmáticas foi feito recorrendo a um 
anticorpo anti- -actina, enquanto que para as amostras nucleares usou-se a membrana, após 
coloração com o Ponceau S, para controlo da aplicação. A proteína usada para controlo de 
aplicação trata-se duma proteína que não sofre alteração da sua expressão com o tratamento 
utilizado.
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4.1 Avaliação da captação, por compostos fenólicos, de HOCl 
produzido quimicamente 
O estudo da captação de HOCl, gerado quimicamente, foi realizado através de ensaios 
de competição, com base na oxidação do PGR e na cloração da taurina. 
 
4.1.1 Oxidação do PGR 
A capacidade antioxidante dos compostos fenólicos estudados foi avaliada e 
comparada através da determinação dos seus valores de IC50, ou seja, a concentração de 
composto fenólico necessária para que haja 50% de inibição da oxidação do PGR. 
Tal como explicado na secção 3.3.1, estes ensaios foram realizados em microplacas e 
uma vez que o percurso óptico depende do volume usado em cada poço, foi necessário fazer 
duas curvas de calibração: uma para um volume final de 200 L e outra para um volume final 
de 220 L. Os valores obtidos para os declives e ordenadas na origem para as duas curvas de 
calibração apresentam-se no quadro 4.1. 
 
Quadro 4.1 – Valores dos parâmetros obtidos através duma regressão linear pelo método dos mínimos 
quadrados (ANEXO I), para as duas curvas de calibração. Os valores apresentados são resultado de 3 curvas de 
calibração independentes, para cada volume, e realizadas em quadruplicado. 
 Declive ( .l) ( M-1) Origem Correlação (R2) 
Vf = 200 L 0,1126 0,0074 0,9997 
Vf = 220 L 0,1189 0,0044 0,9999 
 
Os resultados do estudo da capacidade antioxidante dos compostos fenólicos 
estudados (0-37,5 M), em relação à captação do HOCl produzido quimicamente, foram 
expressos graficamente através da percentagem de oxidação do PGR (equação 3.1) e 
apresentam-se na figura 4.1 para os flavonóides e ácidos fenólicos. 
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Dos compostos testados, apenas os resultados obtidos para a quercetina puderam ser 
representados através duma curva sigmóide, resultante da respectiva equação ajustada aos 
pontos experimentais, através do software OriginPro (figura 4.2). A partir da respectiva 
equação calculou-se o valor de IC50.  
0 8 16 24 32 40
0
20
40
60
80
100
O
xi
da
çã
o 
do
 P
G
R 
(%
)
[Luteolina] ( M)
0 8 16 24 32 40
0
20
40
60
80
100
O
xi
da
çã
o 
do
 P
G
R 
(%
)
[Crisina] ( M)
0 8 16 24 32 40
0
20
40
60
80
100
O
xi
da
çã
o 
do
 P
G
R 
(%
)
[Ácido Cafeico] ( M)
0 8 16 24 32 40
0
20
40
60
80
100
O
xi
da
çã
o 
do
 P
G
R 
(%
)
[Ácido Rosmarínico] ( M)
Figura 4.1 – Efeito da concentração dos 
compostos fenólicos na oxidação do 
PGR, mediada pelo HOCl produzido 
quimicamente. Os ensaios foram 
realizados como descrito na secção 3.3.1 
e os valores apresentados correspondem 
às médias e respectivos desvios-padrão 
de 5 experiências independentes, 
realizadas em quadruplicado. 
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Figura 4.2 – Efeito da concentração de quercetina na oxidação do PGR mediada pelo HOCl produzido 
quimicamente – representação gráfica da curva resultante do ajuste de uma equação sigmóide aos valores 
experimentais. O ajuste foi feito através do software OriginPro. 
 
Através dos parâmetros da equação da curva, foi possível determinar o valor de IC50 
para a quercetina: 15,46  0,45 M. 
Os resultados apresentados na figura 4.1 mostram claramente que só para a 
quercetina a oxidação do PGR diminui com o aumento da concentração do flavonóide, 
evidenciando o seu efeito protector. Para os outros compostos não se observou diminuição da 
oxidação do PGR, mesmo quando testadas concentrações até 150 M. 
 
4.1.2 Cloração da taurina 
A reacção do HOCl com a taurina origina Cltau, uma cloramina estável que pode ser 
detectada por reacção com o TMB, originando um cromóforo azul detectável a 655 nm. Uma 
vez que a formação de Cltau ocorre in vivo, pode considerar-se que este ensaio constitui uma 
aproximação mais fisiológica. 
Também foi realizada uma curva de calibração para este método, de modo a relacionar 
a concentração de Cltau com a concentração de cromóforo formado. Os valores obtidos para a 
equação da curva apresentam-se no quadro 4.2. 
 
Quadro 4.2 – Valores dos parâmetros obtidos através de uma regressão linear pelo método dos mínimos 
quadrados (ANEXO I), para a curva de calibração realizada. Os valores apresentados são resultado de 4 curvas de 
calibração independentes, realizadas em quadruplicado. 
 Declive ( .l) ( M-1) Origem Correlação (R2) 
Vf = 200 L 0,0106 0,0108 0,9996 
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Os resultados do estudo da capacidade antioxidante dos compostos fenólicos 
estudados em relação à captação do HOCl, produzido quimicamente, foram expressos 
graficamente em percentagem de cloração da taurina em função da concentração de 
composto fenólico (0-22 M) e apresentam-se na figura 4.3. 
 
 
 
Na figura 4.4 representam-se as curvas correspondentes a uma equação exponencial, 
para a quercetina, ácido rosmarínico e ácido cafeico, e linear para a luteolina, que resultaram 
do ajuste aos valores experimentais, através do software OriginPro. 
 
0 5 10 15 20 25
0
20
40
60
80
100
Cl
or
aç
ão
 d
a 
ta
ur
in
a 
(%
)
[Quercetina] ( M)
0 5 10 15 20 25
0
20
40
60
80
100
Cl
or
aç
ão
 d
a 
ta
ur
in
a 
(%
)
[Luteolina] ( M)
0 5 10 15 20 25
0
20
40
60
80
100
Cl
or
aç
ão
 d
a 
ta
ur
in
a 
(%
)
[Ácido Cafeico] ( M)
0 5 10 15 20 25
0
20
40
60
80
100
Cl
or
aç
ão
 d
a 
ta
ur
in
a 
(%
)
[Ácido Rosmarínico] ( M)
Figura 4.3 – Efeito da concentração dos 
compostos fenólicos na cloração da taurina, 
mediada pelo HOCl produzido quimicamente. 
O ensaio foi realizado como descrito na secção 
3.3.2 e os valores apresentados referem-se às 
médias e respectivos desvios-padrão de 5 
experiências independentes, realizadas em 
quadruplicado. 
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Figura 4.4 – Efeito da concentração dos compostos fenólicos na cloração da taurina mediada pelo HOCl produzido 
quimicamente – representação gráfica das equações que foram ajustadas aos pontos experimentais 
representados na figura 4.3. As curvas representam o ajuste a uma equação exponencial para a quercetina (), 
ácido cafeico () e ácido rosmarínico() e linear para a luteolina() aos pontos experimentais. Os ajustes foram 
efectuados através do software OriginPro. 
Recorrendo aos parâmetros das equações, foi possível determinar os respectivos 
valores de IC50. Mais uma vez, não foi possível determinar um valor de IC50 para a crisina, uma 
vez que não se observou uma diminuição na cloração da taurina. 
 
Quadro 4.3 – Valores de IC50 dos compostos fenólicos estudados no ensaio de cloração da taurina, mediada por 
HOCl produzido quimicamente. Apresentam-se os valores de IC50 e respectivos desvios-padrão ( )
1
 calculados para 
cada um dos compostos. 
Composto fenólico IC50   ( M) 
Quercetina 3,70  0,32 
Luteolina2 23,7  0,42 
Ácido cafeico 4,24  0,53 
Ácido rosmarínico 8,78  0,57 
  
Os valores de IC50 obtidos para cada um dos flavonóides e ácidos fenólicos estudados 
demonstram que a quercetina (menor valor de IC50) foi muito mais eficiente do que a luteolina, 
na captação do HOCl, e os ácidos fenólicos também demonstraram ser eficientes, embora o 
ácido cafeico seja um pouco mais eficiente. 
 
                                                          
 
1
 Os valores de desvio padrão ( ) foram calculados através da aplicação do teorema de 
propagação dos erros (ANEXO II) à expressão usada para calcular o valor de IC50. 
2
 Este valor diz respeito a uma extrapolação, uma vez que ultrapassa o último valor de 
concentração de luteolina estudado. 
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4.2 Avaliação da captação, por compostos fenólicos, de HOCl 
produzido por neutrófilos activados 
O estudo da capacidade antioxidante dos compostos fenólicos também foi feito em 
relação ao HOCl produzido por neutrófilos activados, ex vivo, com PMA. Esta abordagem 
constitui uma aproximação mais fisiológica para o estudo dos feitos dos compostos fenólicos. 
Este estudo foi feito utilizando mais uma vez 2 ensaios de competição: a cloração da taurina e 
a oxidação da sonda fluorescente APF. A oxidação desta sonda foi seguida por 
espectrofluorimetria e citometria de fluxo. 
 
4.2.1 Cloração da taurina 
A produção de HOCl pelos neutrófilos activados ex vivo, por PMA, foi seguida através 
da reacção da taurina com o HOCl, que origina Cltau que, por sua vez, reage com o TMB 
originando um cromóforo que absorve a 655 nm. 
Neste ensaio utilizou-se a curva de calibração apresentada na secção 4.1.2, para 
quantificar a quantidade de HOCl produzida pelos neutrófilos. Os resultados, expressos em 
percentagem de cloração da taurina em função da concentração de composto fenólico (0-20 
M), apresentam-se na figura 4.5. 
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Na figura 4.6 representam-se as curvas correspondentes a equações lineares, para a 
quercetina e ácido cafeico, e a equações exponenciais, para a luteolina, crisina e ácido 
rosmarínico, que resultaram do ajuste aos valores experimentais, através do software 
OriginPro. 
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Figura 4.5 – Efeito da concentração dos 
compostos fenólicos na cloração da taurina, 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos 
activados, ex vivo, por PMA. Os ensaios foram 
efectuados como descrito na secção 3.4.3 e os 
valores apresentados correspondem à média e 
respectivos desvios-padrão de 5 experiências 
independentes, realizadas em duplicado. 
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Figura 4.6 – Efeito da concentração dos compostos fenólicos na cloração da taurina, mediada pelo HOCl 
produzido por neutrófilos activados ex vivo – representação gráfica das equações que foram ajustadas aos pontos 
experimentais da figura 4.5. As curvas representam o ajuste a uma equação linear para a quercetina () e ácido 
cafeico () e a uma equação exponencial para a luteolina (), crisina () e ácido rosmarínico () aos pontos 
experimentais. Os ajustes foram obtidos através do software OriginPro. 
Através das equações que resultaram do ajuste aos valores experimentais, 
determinaram-se os valores de IC50 para cada um dos compostos estudados (quadro 4.4). 
 
Quadro 4.4 – Valores de IC50 dos compostos fenólicos estudados no ensaio de cloração da taurina, mediada pelo 
HOCl produzido por neutrófilos activados. Apresentam-se os valores de IC50 e respectivos desvios-padrão ( ) 
calculados para cada um dos compostos. 
Composto fenólico IC50   ( M) 
Crisina 1,94  0,15 
Quercetina 4,91  0,40 
Luteolina 5,70  0,79 
Ácido rosmarínico 3,62  0,42 
Ácido cafeico 5,07  0,42 
  
Dos resultados obtidos com neutrófilos activados há que salientar que, contrariamente 
ao ensaio da cloração da taurina pelo HOCl produzido quimicamente, foi possível determinar 
um valor de IC50 para a crisina, que se mostrou bastante eficiente na inibição da cloração da 
taurina. Também para a luteolina se obteve um valor de IC50 bastante inferior ao do ensaio 
químico. 
Para os ácidos fenólicos, observou-se que houve uma alteração na hierarquia dos 
compostos estudados, relativamente ao ensaio de cloração da taurina pelo HOCl produzido 
quimicamente. 
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4.2.2 Oxidação da sonda fluorescente APF 
O facto da sonda APF fluorescer quando é oxidada e de ter uma maior resposta ao 
HOCl, tornam este método extremamente sensível e adequado ao estudo da produção de 
HOCl pelos neutrófilos. Outra das vantagens deste método é possibilitar o estudo cinético da 
formação de HOCl, isto é, observar a produção de HOCl à medida que este é produzido pelos 
neutrófilos activados. A oxidação APF foi seguida por espectrofluorimetria e por citometria de 
fluxo. 
 
4.2.2.1 Oxidação da sonda APF por espectrofluorimetria 
 
Através dos resultados da fluorescência emitida ao longo do tempo, para cada 
concentração de composto fenólico, observou-se que, para todos os compostos estudados, à 
Figura 4.7 – Efeito da concentração dos compostos 
fenólicos na oxidação da sonda APF, mediada pelo 
HOCl produzido por neutrófilos activados, ex vivo, 
pelo PMA. Os ensaios foram efectuados como descrito 
na secção 3.4.4.1 e na figura apresenta-se a variação da 
fluorescência, em unidades arbitrárias (UA), ao longo 
do tempo, na ausência de composto fenólico (    ) e na 
presença de 0,2 M (    ), 0,5 M (    ), 1 M (    ), 2 M  
(     ) e 5 M (    ) de quercetina e crisina e 1 M, 2 M, 
4 M (   ), 6 M (   ) e 8 M (   ) de luteolina, ácido 
cafeico e ácido rosmarínico. Os pontos apresentados 
são referentes a uma experiência representativa de 5 
experiências independentes, realizadas em duplicado. 
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medida que a concentração aumentava o valor da fluorescência emitida pela sonda ao longo 
do tempo era cada vez menor (figura 4.7). 
A capacidade antioxidante para cada concentração de composto fenólico foi avaliada 
através da determinação dos declives na zona linear daquelas curvas. Deste modo calcularam-
se os valores das percentagens de oxidação da sonda APF em função da concentração de 
composto fenólico, através da equação 3.4, e que se apresentam na figura 4.8. 
 
   
Do ajuste de equações exponenciais aos valores representados na figura 4.8, através 
do software OriginPro, resultaram as curvas que se apresentam na figura 4.9.  
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Figura 4.8 – Efeito da concentração dos compostos 
fenólicos na oxidação da sonda APF, mediada pelo 
HOCl produzido por neutrófilos activados, ex vivo, 
por PMA. Os ensaios foram realizados de acordo 
com o procedimento descrito na secção 3.4.4.1 e os 
pontos apresentados correspondem à média e 
respectivos desvios-padrão de 5 experiências 
independentes, realizadas em duplicado. 
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Figura 4.9 – Efeito da concentração dos compostos fenólicos na oxidação da sonda APF, mediada pelo HOCl 
produzido por neutrófilos activados, ex vivo, por PMA – representações gráficas do ajuste de equações 
exponenciais aos valores apresentados na figura 4.8. Os ajustes foram obtidos através do software OriginPro para 
a quercetina (), luteolina (), crisina (), ácido cafeico () e ácido rosmarínico(). 
A partir das equações exponenciais correspondentes a cada composto fenólico 
determinaram-se os respectivos valores de IC50 (quadro 4.5). 
 
Quadro 4.5 – Valores de IC50 do compostos fenólicos estudados no ensaio de oxidação da sonda APF mediada 
pelo HOCl produzido por neutrófilos activados, ex vivo, por PMA. Apresentam-se os valores de IC50 obtidos e 
respectivos desvios-padrão. 
Composto fenólico IC50   ( M) 
Quercetina 0,26  0,03 
Crisina 1,70  0,16 
Luteolina 4,80  0,34 
Ácido rosmarínico 3,22  0,27 
Ácido cafeico 5,24  0,59 
  
A partir dos dados sistematizados no quadro 4.5, observa-se que, à excepção da 
quercetina, os valores de IC50 dos restantes compostos são da mesma ordem de grandeza dos 
obtidos no ensaio da cloração da taurina (quadro 4.4).  
 
4.2.2.2 Oxidação da sonda APF por citometria de fluxo 
O objectivo do ensaio por citometria de fluxo foi determinar a produção de HOCl, 
dentro das células. O ensaio por citometria de fluxo para o estudo dos neutrófilos activados 
traz mais-valias quando comparado com os ensaios apresentados anteriormente. O citómetro 
de fluxo separa as células, neste caso específico os leucócitos, por tamanho e complexidade 
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relativas. A quantificação é, assim, feita apenas dentro das células individuais (no nosso estudo 
foram gateados os granulócitos) e em tempo real, ao contrário do que acontece para a 
determinação da produção de HOCl por espectrofluorimetria. 
Na figura 4.10 podem observar-se os histogramas, sobrepostos, que representam o 
número de células em função dos valores de intensidade de fluorescência médias (em 
unidades arbitrárias – UA), obtidos antes e após activação com PMA, medidos ao fim de vários 
intervalos de tempo. 
 
 
Observou-se que a intensidade de fluorescência emitida pela sonda APF aumentou 
com o tempo após a estimulação com PMA, ou seja, quanto mais estimuladas estavam as 
células, maior era a quantidade de HOCl gerado, o qual provocava a oxidação da sonda. 
Dando continuidade ao objectivo do trabalho, estudou-se o efeito dos flavonóides3 
seleccionados na captação do HOCl produzido pelos neutrófilos activados com PMA. 
                                                          
 
3
 Nos ensaios de citometria de fluxo, e seguintes, os estudos efectuados centraram-se apenas 
nos flavonóides. 
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Figura 4.10 – Comparação da fluorescência 
emitida pela sonda APF em neutrófilos, antes e 
após activação com PMA, ao fim de vários 
intervalos de tempo. Os histogramas 
sobrepostos, para diferentes tempos, 
representam o número de células em função dos 
valores de intensidades de fluorescência médias. 
As imagens representam o ensaio antes da 
adição de flavonóide e representam os 
resultados sem PMA (   ), logo após a adição de 
PMA (    ) e 5 (    ), 10 (    ) e 15 (    ) minutos após 
a adição de PMA. Os histogramas apresentados 
são de uma experiência representativa, 
escolhida de entre três experiências 
independentes. 
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Em relação às fluorescências médias observadas nos histogramas correspondentes à 
activação dos neutrófilos por PMA, na ausência de flavonóide, e ao fim dos mesmos intervalos 
de tempo (figura 4.10), observam-se fluorescência médias inferiores na presença dos 3 
flavonóides estudados (figura 4.11). Estes resultados indicam que os flavonóides são capazes 
de captar o HOCl produzido dentro das células.  
Na figura 4.12 apresentam-se os resultados correspondentes à fluorescência 
observada quando os neutrófilos foram estimulados na presença de várias concentrações de 
flavonóide e ao fim de 15 minutos, o tempo em que observou uma estimulação máxima dos 
neutrófilos. 
Figura 4.11 – Efeito da presença de flavonóides 
na fluorescência emitida pela sonda APF, 
oxidada pelo HOCl produzido por neutrófilos 
activados, ex vivo, por PMA, ao fim de vários 
intervalos de tempo. Os histogramas 
apresentados referem-se à maior concentração 
testada para cada flavonóide, isto é, 5 M para a 
quercetina e luteolina e 10 M para a crisina. Os 
ensaios apresentados foram realizados sem PMA 
(    ), logo após a adição de PMA (    ) e 5 (    ), 10   
(   ) e 15 (   ) minutos após a adição de PMA. Os 
histogramas apresentados são de uma 
experiência representativa, escolhida de entre 
três experiências independentes. 
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Observa-se que quanto maior for a concentração de flavonóide, menor é a intensidade 
da fluorescência média medida, o que significa que houve menos HOCl disponível para oxidar a 
sonda. Isto é, os flavonóides captam tanto mais HOCl quanto maior for a sua concentração. 
Para melhor se diferenciar o efeito de cada flavonóide, apresentam-se os histogramas 
obtidos para os 3 flavonóides estudados na mesma concentração (5 M).  
 
Figura 4.13 – Comparação da fluorescência emitida, pela sonda APF, na presença de 5 M de quercetina, 
luteolina e crisina após 15 minutos de estimulação dos neutrófilos com PMA. Os histogramas representam o 
número de células em função da intensidade de fluorescência média para os flavonóides quercetina (    ), luteolina   
(  ) e crisina (  ). Os histogramas apresentados são duma experiência representativa, escolhida de entre três 
experiências independentes. 
 
Observa-se que, para a mesma concentração, a luteolina apresenta-se muito mais 
eficiente na inibição da oxidação da sonda APF, seguida da crisina e, por fim, da quercetina. 
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Figura 4.12 – Efeito da concentração de 
flavonóide na oxidação da sonda APF pelo HOCl, 
produzido por neutrófilos activados, ex vivo, 
com PMA, 15 minutos após a activação. Os 
histogramas representam o número de células 
em função da intensidade de fluorescência 
média, na ausência de flavonóide (  ) e na 
presença de 1 (  ), 2,5 (  ) e 5 M (   ) de 
quercetina e luteolina, e 2,5, 5 e 10 M (    ) para 
a crisina. Os histogramas apresentados são duma 
experiência representativa, escolhida de entre 
três experiências independentes. 
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Para uma melhor interpretação dos resultados, e com base nos histogramas de 
fluorescência apresentados, foi possível calcular a percentagem de oxidação da sonda APF pelo 
HOCl produzido, por neutrófilos activados, em função da concentração dos flavonóides 
estudados (figura 4.14).  
 
   
Através do ajuste de uma equação linear para a quercetina, e equações exponenciais 
para a crisina e luteolina, aos valores experimentais, através do software OriginPro, obtiveram-
se as curvas que se apresentam na figura 4.15. 
 
Figura 4.15 – Efeito da concentração de flavonóide na oxidação da sonda APF, mediada pelo HOCl formado por 
neutrófilos activados, ex vivo, por PMA – representação gráfica do ajuste a uma equação linear para a quercetina 
(), e de equações exponenciais para a luteolina () e crisina (), aos pontos da figura 4.14. Os valores 
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Figura 4.14 – Efeito da concentração de flavonóide 
na oxidação da sonda APF, mediada pelo HOCl 
produzido por neutrófilos activados, ex vivo, por 
PMA. Os resultados apresentados foram obtidos de 
acordo com o descrito na secção 3.4.4.2 e para o 
tempo em que se registou uma activação máxima 
dos neutrófilos (15 minutos após o estímulo com 
PMA). Os resultados apresentados são a média e 
respectivos desvios-padrão de três experiências 
independentes. 
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apresentados foram obtidos após 15 minutos de estimulação com PMA. Os ajustes foram obtidos através do 
software OriginPro. 
A partir das equações das curvas calcularam-se os respectivos valores de IC50 (quadro 
4.6). 
 
Quadro 4.6 – Valores de IC50 obtidos, para os flavonóides estudados, no ensaio de oxidação da sonda APF, 
mediada pelo HOCl produzido por neutrófilos activados, ex vivo, por PMA. Apresentam-se os valores de IC50 e 
respectivos valores de desvio padrão. 
Flavonóides IC50   ( M) 
Luteolina 1,56  0,16 
Quercetina 3,04  0,36 
Crisina 7,31  0,39 
  
Constata-se que a hierarquia dos valores, em relação ao ensaio no 
espectrofluorímetro, foi diferente, o que poderá ser explicado por um método ler dentro do 
neutrófilo e outro ler a fluorescência total, ou seja, dentro e fora do neutrófilo. Assim sendo, a 
interacção dos flavonóides com a membrana dos neutrófilos torna-se um factor importante 
para os resultados obtidos. 
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4.3 Isolamento de monócitos 
4.3.1 Actividade metabólica 
Após o isolamento dos monócitos, foi realizado um teste de actividade metabólica dos 
mesmos, recorrendo ao método do azul de alamar, a fim de ver a partir de que concentrações 
os flavonóides se poderiam tornar tóxicos para as células. 
 
 
Observou-se que, para a quercetina, todas as concentrações estudadas não induziram 
qualquer alteração nos valores de fluorescência obtidos, o que indica que este flavonóide não 
é tóxico para as células, pelo menos até 20 M, a concentração máxima estudada. 
Já para a luteolina e crisina, começaram a observar-se diferenças na fluorescência para 
as concentrações 10 e 20 M, embora mais acentuadas para 20 M, o que indica que nesta 
gama de concentrações as células já sofrem alguma toxicidade por parte destes flavonóides, e 
morrem. Na verdade, na presença de 20 M de luteolina, 72% das células encontram-se vivas, 
enquanto que para a mesma concentração de crisina apenas 64% das células estão viáveis. Isto 
indica que, para estudos posteriores, convém usar concentrações de luteolina e crisina até 10 
M, pois usando concentrações maiores corre-se o risco de obter resultados falsificados, 
devido à morte das células. 
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Figura 4.16 – Actividade metabólica de monócitos, 
isolados a partir de sangue humano, activados com 
LPS e após 16 h de incubação na presença de 
flavonóides. Os gráficos apresentados representam 
os valores da fluorescência obtida, medida em UA, e 
dizem respeito aos flavonóides quercetina, luteolina 
e crisina e foram estudadas as concentrações: 0 M 
(), 5 M (), 10 M () e 20 M (). Os ensaios 
foram realizados como descrito na secção 3.5.1 e os 
gráficos apresentados são de uma experiência 
representativa de três experiências independentes. 
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4.4 Acção de flavonóides na activação do factor de transcrição 
NF- B, em células THP-1 estimuladas por LPS 
4.4.1 Toxicidade do LPS em células THP-1 activadas por LPS 
Para determinar qual a concentração de LPS ideal para efectuar os estudos de 
activação do factor de transcrição NF- B nas células THP-1, foi necessário testar várias 
concentrações daquele estímulo, de forma a encontrar a concentração de LPS que fosse 
suficiente para activar as células, mas que não fosse tóxica para as mesmas. 
Das leituras de fluorescência feitas 1, 2 e 3h após a adição do azul de alamar, e após 
um período de incubação de 16h com e sem LPS, pôde concluir-se que as concentrações 
testadas não são tóxicas para as células (figura 4.17).  
 
Figura 4.17 – Actividade metabólica da linha celular THP-1, após 16h de incubação sem e com várias 
concentrações de LPS, avaliada através do Azul de Alamar. Foram estudadas as concentrações: 0 g/mL (), 0,01 
g/mL (), 0,1 g/mL (), 1 g/mL () e 10 g/mL (). Os ensaios foram realizados como descrito na secção 
3.6.2.1 e o gráfico apresentado corresponde a uma experiência representativa de três experiências independentes. 
 
4.4.2 Toxicidade dos flavonóides em células THP-1 activadas por LPS 
Uma que vez se iam sujeitar as células THP-1 a tratamento com flavonóides, 
realizaram-se ensaios de actividade metabólica, de modo a testar se estes compostos eram 
tóxicos para as células e, caso fossem, quais as concentrações que não apresentavam 
toxicidade. Como se pode observar dos resultados apresentados na figura 4.18, a 
concentração de 20 M parece ser ligeiramente tóxica para a quercetina mas muito mais 
tóxica para a luteolina e crisina. 
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4.4.3 Análise, por Western blot, da activação do NF- B em células THP-
1 estimuladas por LPS 
Antes de se prosseguir com o estudo dos efeitos dos flavonóides na activação do factor 
de transcrição NF- B, foi necessário determinar a que tempo de incubação com LPS é que se 
observava um maior aumento dos níveis de p65 no núcleo e uma maior degradação do I B-  
no citoplasma. Realizou-se um controlo negativo, sem LPS, e um controlo positivo, com LPS 
(100 ng/mL) para os  tempos de incubação de 30 minutos, 1, 2 e 5h (figura 4.19). 
 
 
          LPS (100 ng/mL)                +               +                +                + 
                    Tempo (h)     0,5      0,5      1        1        2        2        5        5 
 
Figura 4.19 – Efeito do tempo de incubação com LPS nos níveis de p65 e I B-  das amostras citoplasmáticas de 
células THP-1. Foram estudados os tempos de incubação 30 min, 1, 2 e 5h, na ausência (controlo negativo) e 
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Figura 4.18 – Actividade metabólica da linha 
celular THP-1, activada por LPS e após 16h de 
incubação com flavonóides. Os gráficos 
apresentados referem-se à quercetina, luteolina e 
crisina, e foram estudadas as concentrações: 0 M 
(), 5 M (), 10 M (), 15 M () e 20 M (). 
Os ensaios foram realizados como descrito na 
secção 3.6.2.2 e os gráficos apresentados são de 
uma experiência representativa de três experiências 
independentes. 
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presença (controlo positivo) de LPS (100 ng/mL). A -actina foi usada como controlo de aplicação. Os resultados 
apresentados são de uma experiência representativa de seis experiências independentes. 
  
Em seguida procedeu-se à análise quantitativa das bandas, através do software 
ImageJ, para estabelecer os níveis de p65 e I B-  na fracção citoplasmática, na presença de 
LPS e para os vários tempos de incubação, tendo em conta os seus níveis na ausência de LPS 
(controlo) (quadro 4.7).  
 
Quadro 4.7 – Efeito do tempo de incubação com LPS nos níveis de p65 e I B-  das amostras citoplasmáticas de 
células THP-1. Os valores apresentados correspondem à razão entre os valores do controlo positivo e negativo para 
o p65 e I B- , nas amostras do citoplasma, nos vários tempos de incubação estudados. Os resultados apresentados 
são a média e respectivos desvios-padrão de seis experiências independentes. 
 Tempo de incubação com LPS (h) 
 0,5 1 2 5 
p65 1,05 0,36 0,70 0,13 1,24 0,05 0,77 0,12 
I B-  0,66 0,16 0,25 0,03 1,07 0,04 1,63  0,45 
     
Dos dados apresentados no quadro 4.7 constata-se que foi ao fim de 1h que se 
detectou uma maior diminuição nos níveis de p65 e de I B-  no citoplasma, o que indica que 
este último se degradou, deixando a proteína p65 disponível para ir para o núcleo. 
Relativamente às amostras do núcleo, apenas se estudou a proteína p65. 
 
 
  LPS                                +                             +                            +                               + 
Tempo (h)   0,5              0,5             1              1              2              2               5                 5 
 
Figura 4.20 – Efeito do tempo de incubação com LPS nos níveis de p65 das amostras nucleares de células THP-1. 
Foram estudados os tempos de incubação 30 min, 1, 2 e 5h, na ausência (controlo negativo) e presença (controlo 
positivo) de LPS (100 ng/mL). O controlo de aplicação foi realizado através da digitalização da membrana, após a 
transferência. Os resultados apresentados são de uma experiência representativa de quatro experiências 
independentes. 
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A análise quantitativa das bandas, através do software Image J, para estabelecer os 
níveis de p65 na fracção nuclear, na presença de LPS e para os vários tempos de incubação, e 
tendo em conta os seus níveis na ausência de LPS, encontra-se descrita no quadro 4.8.  
 
Quadro 4.8 – Efeito do tempo de incubação com LPS nos níveis de p65 das amostras nucleares de células THP-1. 
Os valores apresentados correspondem à razão entre os valores do controlo positivo e negativo para o p65, nas 
amostras do núcleo, nos vários tempos de incubação estudados. Os resultados apresentados são a média e 
respectivos desvios-padrão de quatro experiências independentes. 
 Tempo de incubação com LPS (h) 
 0,5 1 2 5 
p65 2,06  2,14 3,64  0,58 1,37  0,45 1,14  0,66 
     
Concomitante com a diminuição dos níveis de p65 e I B-  no citoplasma, observou-se 
um aumento dos níveis de p65 no núcleo, sendo esse aumento maior ao fim de 1h de 
incubação. Perante estes resultados, os ensaios com flavonóides realizaram-se incubando as 
células 1h com LPS. 
 
4.4.4 Efeito dos flavonóides na activação do NF- B em células THP-1 
estimuladas por LPS  
Uma vez seleccionado o tempo de incubação das células THP-1 com o LPS, efectuou-se 
a avaliação da acção dos flavonóides na activação do factor de transcrição NF-κB nestas 
células. Assim, incubaram-se as células THP-1 com LPS durante 1h na presença e ausência de 
flavonóide e procedeu-se à análise, por Western blot, das proteínas p65 e IκB  nos extractos 
citoplasmáticos (figura 4.21) e da proteína p65 no extracto nuclear (figura 4.22). 
 
 
 
Figura 4.21 – Efeito dos flavonóides nos níveis das proteínas p65 e I B- , no citoplasma de células THP-1 
estimuladas por LPS. Foram estudados os flavonóides quercetina (Q), luteolina (L) e crisina (C), após 1h de 
incubação com LPS (100 ng/mL). C  representa o controlo negativo (sem LPS) e C+ o controlo positivo (com LPS). 
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Foram estudadas as concentrações 10 e 15 M para a quercetina e 5 e 10 M para a luteolina e crisina. Os 
resultados apresentados são de uma experiência representativa de duas experiências realizadas. 
 
 
 
 
Figura 4.22 – Efeito dos flavonóides nos níveis da proteína p65 no núcleo de células THP-1 estimuladas por LPS. 
Foram estudados os flavonóides quercetina (Q), luteolina (L) e crisina (C), após 1h de incubação com LPS (100 
ng/mL). C  representa o controlo negativo (sem LPS) e C+ o controlo positivo (com LPS). Foram estudadas as 
concentrações 10 e 15 M para a quercetina e 5 e 10 M para a luteolina e crisina. Os resultados apresentados são 
de uma experiência representativa de duas experiências realizadas. 
 
Após a análise das bandas obtidas, através do software ImageJ, foi possível estabelecer 
os níveis de p65 e IκB-  na presença de flavonóide, tendo em conta os seus níveis na ausência 
de flavonóide (controlo positivo) e, desta forma, avaliar o efeito do flavonóide na activação do 
NF-κB (quadro 4.9).  
 
Quadro 4.9 – Efeito da presença de flavonóides nos níveis de p65 e I B-  no citoplasma e núcleo de células THP-
1. Os valores apresentados correspondem à razão entre os valores obtidos para os flavonóides e o controlo positivo 
(presença de LPS e ausência de flavonóide). Os resultados apresentados são de uma experiência representativa de 
duas experiências realizadas. 
 Flavonóides Quercetina Crisina Luteolina 
 [ ] ( M) 10 15 5 10 5 10 
Citoplasma 
p65 3,00 3,71 6,30 7,14 2,29 5,82 
I B-  1,06 1,26 1,05 1,12 1,03 1,10 
Núcleo p65 0,63 0,25 0,54 0,27 0,85 0,24 
  
Os resultados obtidos permitem observar que os compostos testados inibem a 
translocação do NF- B para o núcleo, retendo-o no citoplasma, de uma forma dependente da 
concentração, tendo sido a crisina o flavonóide mais eficiente. 
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Este trabalho teve como objectivo contribuir para a identificação de propriedades anti-
inflamatórias que, em geral, são atribuídas aos compostos fenólicos. Assim, avaliou-se a 
capacidade de alguns flavonóides (quercetina, luteolina e crisina) e ácidos fenólicos (ácido 
cafeico e ácido rosmarínico) para captar o HOCl, um oxidante forte produzido pelos 
neutrófilos, bem como os seus efeitos na activação celular do factor de transcrição NF- B. 
O estudo da captação do HOCl, produzido por síntese química e por neutrófilos 
activados, foi feito através de ensaios de competição, com base na oxidação do PGR, na 
cloração da taurina e na oxidação da sonda APF, que foi avaliada por espectrofluorimetria e 
por citometria de fluxo. De um modo geral, estabeleceu-se, para os diferentes métodos, uma 
relação entre a percentagem de inibição da oxidação ou cloração pelo HOCl e a concentração 
de composto fenólico, permitindo determinar os respectivos valores de IC50. Para facilitar a 
discussão, resume-se no quadro seguinte os resultados obtidos para os compostos estudados, 
nos diferentes métodos realizados. 
 
 
Quadro 5.1 – Valores de IC50 obtidos, para todos os compostos fenólicos estudados, em todos os ensaios de 
captação do HOCl. Apresentam-se os valores de IC50 seguidos do respectivo valor de desvio-padrão. 
Compostos 
fenólicos 
HOCl produzido 
quimicamente 
HOCl produzido por neutrófilos 
activados 
Oxidação 
do PGR 
Cloração 
da taurina 
Cloração 
da taurina 
Oxidação da sonda APF 
Espectro- 
fluorímetria 
Citometria 
de fluxo 
Quercetina 
O
OH
OH
OH
OH
OH
O  
15,46  0,45 3,70  0,32 4,91  0,40 0,26  0,03 3,04  0,36 
Luteolina 
O
OH
OH
OH
OH
O  
- 23,7  0,42 5,70  0,79 4,80  0,34 1,56  0,16 
Crisina 
O
OH
OH
O  
- - 1,94  0,15 1,70  0,16 7,31  0,39 
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Ácido cafeico 
O
OH
OH
OH  
- 4,24  0,53 5,07  0,42 5,24  0,59 N.A.4 
Ácido rosmarínico 
O
OH
OH
OHO
O
OH
OH
 
- 8,78  0,57 3,62  0,42 3,22  0,27 N.A.4 
 
A realização de ensaios, sem células, de captação de HOCl produzido quimicamente, 
embora não sendo representativa do que acontece fisiologicamente, permite avaliar a 
capacidade antioxidante dos compostos que é conferida pela sua estrutura. Mais 
concretamente, e como referido na Introdução (secção 1.6.1), as características estruturais 
importantes para uma eficiente captação de HOCl são a existência da dupla ligação 2 3, o 
grupo 3-OH e a presença de grupos OH nas posições 5 e 7 do anel A (Rice-Evans et al., 1996; 
Bors et al., 1990). 
Nos ensaios químicos procurou-se usar concentrações de HOCl semelhantes às que se 
encontram numa situação patológica (inflamação crónica). No ensaio do PGR, apenas na 
presença de quercetina se observou uma diminuição da oxidação daquele composto, o que 
não aconteceu para os restantes compostos, mesmo quando testadas concentrações até 150 
M. A eficiência da quercetina deve-se, provavelmente, ao facto desta possuir todas as 
características estruturais descritas acima. 
 
O ensaio da cloração da taurina é um método mais “fisiológico”, uma vez que esta 
reacção ocorre in vivo, servindo, inclusivamente, de biomarcador para a produção de HOCl. O 
que se constata é que, neste método, se observa uma diminuição acentuada da cloração da 
taurina para todos os compostos estudados, excepto para a crisina. Mais uma vez, a 
quercetina foi o flavonóide mais eficiente na captação de HOCl. A falta do grupo 3-OH é, 
provavelmente, responsável pelo elevado valor de IC50 obtido para a luteolina e por nem 
sequer se conseguir obter um valor para a crisina. A ausência do grupo 3-OH afecta a 
conformação da molécula uma vez que deixa de ser possível a interacção com o anel B, através 
de ligações de hidrogénio, diminuindo a planaridade da molécula. A coplanaridade dos três 
anéis permitiria a redistribuição dos electrões provenientes de grupos ricos em electrões (Cl ) 
(Soobrattee et al., 2005). 
                                                          
 
4
 N.A. – Não aplicável (não se estudaram estes compostos neste método) 
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A reacção de captação do HOCl pelos compostos fenólicos ocorre através da cloração 
dos carbonos nas posições 6 e 8 no anel A, e corresponde a uma reacção de substituição 
electrofílica aromática em que os grupos 5-OH e 7-OH (activadores e directores orto e para) 
promovem a cloração (Justino et al., 2008). Todos os flavonóides estudados possuíam estes 
grupos 5-OH e 7-OH, pelo que esta característica estrutural não contribui para os diferenciar, 
em relação à captação de HOCl. 
Em relação aos ácidos fenólicos, observou-se que o seu comportamento em relação à 
captação de HOCl era muito semelhante ao do flavonóide quercetina, sendo mais eficaz o 
ácido cafeico. 
 
Passando para os ensaios em que se determinou a capacidade dos compostos 
fenólicos para captar HOCl produzido por neutrófilos activados, ao contrário dos métodos 
químicos, estes reproduzem muito melhor o que acontece no organismo, e são influenciados 
por outros factores que têm a ver com a produção de HOCl através duma reacção enzimática e 
da interacção dos flavonóides com as células. 
A cloração da taurina permite avaliar a captação de ácido no exterior das células, ou 
seja, o ácido libertado dentro das células mas que vem para o exterior, uma vez que é apenas 
analisado o sobrenadante da mistura reaccional. É possível, no entanto, que se forme 
clorotaurina no interior dos neutrófilos, que depois atravessa a membrana e reage com o 
reagente revelador adicionado ao meio. De facto, a taurina é o aminoácido livre mais 
abundante no citoplasma dos leucócitos, especialmente nos neutrófilos, existindo em 
concentrações 10-30 mM e o HOCl reage rapidamente com este aminoácido (Schuller-Levis e 
Park, 2003). Como é uma molécula aniónica pequena, a clorotaurina consegue movimentar-se 
através da membrana através de troca aniónica (Cantin, 1994). 
Os resultados obtidos para a captação de HOCl produzido por neutrófilos activados, 
determinados através da cloração da taurina, foram aparentemente surpreendentes uma vez 
que se conseguiu obter um valor de IC50 para a crisina e inferior aos dos outros dois 
flavonóides estudados. O que pode justificar estes resultados é o facto do HOCl ser libertado 
de forma gradual pela célula, através duma reacção enzimática que é despoletada pelo PMA, e 
não ser adicionado em bolus, onde a concentração final é atingida imediatamente. 
Nos ensaios com neutrófilos, para além da estrutura do flavonóide, deverá ser 
importante, também, a sua interacção com a membrana, que será tanto maior quanto mais 
lipofílica for o composto. A determinação do valor de Log P (através do software ACD/Log P DB 
do programa ACD/Labs), que representa a lipofilicidade da molécula, mostra que esta aumenta 
da quercetina (2,07  0,72) para a luteolina (2,40  0,65) e desta para a crisina (2,88  0,53). O 
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maior carácter lipofílico dos compostos facilita a sua entrada/interacção com a membrana do 
neutrófilo, tornando mais fácil o acesso ao local de formação do HOCl. É o que provavelmente 
acontece com a crisina: apesar de não possuir na sua estrutura todas as características 
essenciais para a captação do HOCl, terá uma lipofilicidade que lhe permitirá aceder melhor ao 
local onde é produzido o HOCl e, assim, captá-lo mais facilmente, contribuindo para o seu 
baixo valor de IC50. 
Relativamente aos ácidos fenólicos, a hierarquia para a captação do HOCl inverteu-se, 
isto é, o ácido rosmarínico apresentou um valor de IC50 menor do que o ácido cafeico (3,62  
0,42 M versus 5,07  0,42 M, respectivamente), o que muito provavelmente se deve ao 
facto do ácido rosmarínico ser mais lipofílico que o ácido cafeico (Log P de 1,7  0,41 e 1,42  
0,36, respectivamente), pelo que terá mais facilidade em atravessar/interagir com a 
membrana. 
Utilizou-se, ainda, um outro ensaio de competição, para estudar a capacidade 
antioxidante dos flavonóides em relação ao HOCl, que se baseou na oxidação da sonda APF 
que origina um produto fluorescente. A fluorescência da sonda APF foi avaliada por 
espectrofluorimetria e por citometria de fluxo. 
A sonda APF, uma vez que entra dentro das células, permite avaliar a captação 
intracelular de HOCl e, por isso, medir a fluorescência total (no interior e exterior das células). 
Por outro lado, e uma vez que por citometria se faz a analise célula a célula, os resultados 
reportam-se à fluorescência apenas no interior das células. Desta forma, os métodos usados 
complementam-se e a análise conjunta dos resultados permite avaliar a capacidade dos 
flavonóides para captarem o HOCl, tendo em conta as suas estruturas mas, também, as suas 
interacções com a membrana das células. 
No método fluorimétrico observou-se que os valores de IC50 obtidos, à excepção da 
quercetina, são da mesma ordem de grandeza dos que foram obtidos no ensaio de cloração da 
taurina com neutrófilos activados. 
O facto de para a quercetina se ter obtido um valor de IC50 tão baixo indica que este 
flavonóide foi bastante eficiente na captação do HOCl, provavelmente devido à distribuição da 
sonda APF que é predominantemente intracelular (Freitas et al., 2009). No entanto, a sonda é 
adicionada em excesso ao meio reaccional, ficando parte desta no exterior das células. Desta 
forma, e como parte do HOCl produzido é libertado para o exterior da célula, a fluorescência 
total lida deverá ter uma componente extracelular mais forte. 
Para os ácidos fenólicos, a hierarquia da actividade antioxidante em relação à captação 
de HOCl, manteve-se em relação ao ensaio de cloração da taurina. 
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Os ensaios de citometria de fluxo têm, tal como já referido, a vantagem de a leitura da 
fluorescência ser feita apenas no interior das células pelo que os métodos usados se 
complementam e a análise conjunta dos resultados permite avaliar a capacidade dos 
flavonóides para captarem o HOCl, tendo em conta as suas estruturas mas, também, as suas 
interacções com a membrana das células. 
Nos ensaios de citometria de fluxo mais uma vez os resultados para a crisina são 
surpreendentes. Por um lado, este flavonóide não se mostrou eficiente nos ensaios em que o 
HOCl é produzido quimicamente, mas mostrou-se bastante eficiente, quando produzido por 
neutrófilos activados, nos ensaios de cloração da taurina e oxidação da sonda APF por 
espectrofluorimetria. Estes dados permitiram levantar a hipótese de que mais importante do 
que a sua estrutura, seria a sua lipofilicidade. No entanto, o elevado carácter lipofílico da 
crisina sugere que este flavonóide possa ficar retido na membrana, limitando o seu acesso ao 
interior da célula e, consequentemente, ter menor capacidade para captar o HOCl aí 
produzido. Já a luteolina, devido à menor lipofilicidade em relação à crisina, conseguirá 
atravessar a membrana e chegar ao local de produção do HOCl. Pelo contrário, a quercetina, 
menos lipofílica, tem um valor de IC50 maior do que a luteolina. 
 
Na 2ª parte do trabalho, estudaram-se os efeitos dos flavonóides na activação celular 
do factor de transcrição NF- B. Como foi referido na Introdução (secção 1.5), a activação da 
via clássica do NF- B leva à degradação da proteína inibidora do NF- B, a I B. Assim, o NF- B 
ficando livre, desloca-se para o núcleo onde promove a transcrição de vários genes. 
Os ensaios de inibição do NF- B foram iniciados pela escolha do tempo de incubação 
das células com LPS. Como já foi referido, pretendia-se determinar qual o tempo que permitia 
que a resposta ao LPS fosse maximizada. Os resultados obtidos foram, em geral, consistentes 
para cada tempo de incubação.  
O que se observou foi que aos 30 minutos já se detecta uma diminuição dos níveis de 
I B-  no citoplasma, embora essa diminuição ainda não se reflicta nos valores de p65, que se 
mantêm. Isto pode ser explicado pelo facto do I B- , quando fosforilado, ser rapidamente 
degradado (numa questão de minutos), enquanto que isso se reflecte menos no p65, até 
porque este pode continuar ligado a outras proteínas da família I B, como é o caso da I B- , 
que só começa a ser degradada mais tarde. O aumento dos níveis de p65 no núcleo, aos 30 
minutos, não se esperaria, até porque os valores desta proteína se mantêm inalterados no 
citoplasma; contudo, o valor obtido para os níveis de p65 no núcleo tem um erro associado 
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bastante elevado, pelo que não é cientificamente correcto estar a tirar conclusões a partir de 
um valor assim. 
Ao fim de 1h de incubação com LPS, é quando se observa um valor mais baixo dos 
níveis do I B- , no citoplasma, o que significa que ficou mais p65 disponível para se translocar 
para o núcleo. Na verdade, observando os valores de p65 no núcleo, é à 1h que há um maior 
aumento. A razão para que se tenha observado uma maior aumento dos níveis de p65 no 
núcleo em relação a uma diminuição no citoplasma não tão grande, deve-se ao facto de haver 
no citoplasma da célula em repouso um pool muito maior de p65, enquanto que no núcleo isso 
não acontece. Assim sendo, a activação da célula, leva à translocação de p65 do citoplasma 
para o núcleo, sendo mais visível esse aumento no núcleo porque a pool aí existente é baixa, 
antes da activação. A diminuição do p65 no citoplasma após o estímulo com LPS, bem como o 
aumento do p65 no núcleo, que é detectado a partir da meia hora, e que atinge o seu máximo 
à 1h, está de acordo com o que já se encontra publicado (Cordle, 1993; Takashiba, 1999; Hirata 
et al., 2008). 
A partir das 2h, o I B-  começa a ser re-sintetizado, fazendo com que o p65 regresse 
ao citoplasma, o que se traduz num aumento dos níveis desta proteína nessa localização 
celular; simultaneamente, diminuem os valores de p65 no núcleo, em relação a 1h de 
incubação, embora se mantenham elevados, e com um grande erro associado. Os resultados 
obtidos para o I B-  estão de acordo com o que se encontra descrito na literatura, ou seja, de 
que estes sofrem uma diminuição rápida dos seus níveis até à 1h, embora o máximo de 
degradação possa ocorrer entre os 30-90 minutos, e que começa a haver um aumento a partir 
das 2-3h (Sun e Andersson, 2002; O’Connell et al., 1998). 
Com 5h de incubação, e apesar dos níveis de I B-  terem aumentado no citoplasma, o 
que indicaria que o valor de p65 também deveria aumentar, isso não acontece. Isto porque, 
passado todo este tempo, a proteína I B-  está bastante degradada (o seu processo de 
degradação é lento, ao contrário da I B- ) pelo que a diminuição observada do p65 no 
citoplasma se pode dever à sua translocação para o núcleo, após a degradação do I B- , que 
tem a característica de induzir uma activação contínua do NF- B (Tak e Firestein, 2001). Para 
além disso, já se encontra descrito que os níveis de I B-  diminuem, lentamente, durante as 
primeiras 2h, e que se mantêm bastante reduzidos por mais de 24h, não ocorrendo re-síntese 
(Sun e Andersson, 2002; O’ Connell et al., 1998). 
Pelo que se disse anteriormente, escolheu-se o tempo de 1h de incubação com LPS, já 
que foi para este tempo que se obteve, no conjunto, um maior aumento dos níveis de p65 no 
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núcleo e, concomitantemente, que isso correspondia a uma maior diminuição dos níveis de 
p65 e I B-  no citoplasma. 
Apesar de tudo, ainda há uma grande controvérsia na comunidade científica, 
relativamente ao tempo em que há maior aumento dos níveis de NF- B no núcleo. Se, por um 
lado, há artigos que reforçam os resultados obtidos neste projecto, também há autores que 
afirmam que o aumento dos níveis de NF- B no núcleo é maior aos 30 minutos (O’ Connell et 
al., 1998; Choi, S.Y. et al., 2007), bem como há autores que observaram um maior aumento no 
núcleo do NF- B às 2h (Cordle et al., 1993). 
Note-se, porém, que as diferenças nos resultados obtidos relativamente aos dados da 
literatura podem ser devidos a diferenças no tratamento das células ou mesmo às próprias 
células em si. Para além disso, à medida que vão envelhecendo, ou seja, à medida que 
aumenta o número de passagens, aumenta a probabilidade de as células sofrerem mutações, 
o que pode levar a diferenças no seu comportamento ou na resposta aos estímulos externos.  
Os resultados obtidos nos ensaios com flavonóides indicam que estes poderão inibir a 
activação do NF- B, de uma forma dependente da concentração, inibindo a sua translocação 
para o núcleo, aumentando a sua retenção no citoplasma e diminuindo a degradação da 
proteína I B- . 
Relativamente à quercetina, já se encontra descrito que esta inibe cerca de 50% da 
translocação para o núcleo do NF- B, quando presente na concentração de 10 M (Chen et al., 
2005), o que não se encontra muito afastado do valor de 63% obtido na nossa experiência. 
Para além disso, sabe-se que este composto inibe a fosforilação do I B-  e I B-  para as 
concentrações estudadas (Comalada et al., 2005; Nair et al., 2006; Comalada et al., 2006), o 
que se observa num aumento do I B-  no citoplasma para concentrações crescentes de 
quercetina. 
Também já foi mostrado que a crisina tem a capacidade de inibir a activação do NF- B, 
reduzindo a fosforilação do I B- , e que essa inibição é dependente da concentração, como 
observado neste trabalho (Romier et al. 2008; Comalada et al., 2006). 
Em relação à luteolina, são muitas as referências que mostram o seu papel como 
inibidora da sinalização pelo NF- B, quer através da inibição da degradação do I B- , como da 
inibição da translocação para o núcleo do p65 (que se observou nestes estudo) ou até mesmo 
do bloqueio directo da actividade das IKK (Kim e Jobin, 2005; Xagorari et al., 2001). 
Há, no entanto, que ter cuidado a tirar conclusões, uma vez que foram realizadas 
apenas duas experiências independentes. A realização de mais ensaios permitirá esclarecer 
melhor o papel de cada um destes flavonóides na activação do NF- B. Destes resultados, pode 
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afirmar-se que os flavonóides estudados apresentam um efeito protector na activação do NF-
B, em células THP-1 estimuladas por LPS, ainda que não seja possível, dado o pequeno 
número de flavonóides estudados, estabelecer qualquer relação estrutura-actividade. 
Os resultados obtidos neste trabalho revelam-se bastante promissores ao nível das 
propriedades anti-inflamatórias dos mesmos, pelo que se espera que seja possível um dia, aliar 
as vantagens para a saúde destes compostos, com o facto de estarem presentes naturalmente 
em plantas, para melhorar a vida dos pacientes com doenças inflamatórias crónicas. 
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| ANEXOS
  
ANEXO I 
Método dos mínimos quadrados (Adaptado de Simões et al., 2000) 
 
O critério deste método é tomar os valores das constantes (no caso da recta: o declive, 
m, e a ordenada na origem, b) que minimizam o quadrado da diferença entre os valores de y 
experimentais (obtidos no laboratório) e os valores de y calculados usando a equação de 
partida. Considerando, então, a equação que descreve uma recta, temos que: 
 
 
 
O objectivo é calcular os valores de b e m que minimizam a soma S: 
 
 
 
sendo  o valor medido experimentalmente. 
A aplicação do método dos mínimos quadrados, que consiste na minimização de S (por 
isso denominado Método dos Mínimos Quadrados) conduz aos seguintes resultados, no caso 
de  ser constante para todos os valores de : 
 
 
 
  
ANEXO II 
Teoria da Propagação dos Erros (Adaptado de Simões et al., 2000) 
 
Esta teoria permite calcular o desvio padrão do resultado final de um determinado 
cálculo. Sendo um sistema geral representado por: 
 
 
 
onde  (  = 1, 2, 3, …, n) são as variáveis genéricas do sistema, cada uma tendo um erro 
associado a si. O erro em Y pode ser calculado fazendo: 
 
 
 
De seguida é feito o quadrado e a média sobre toda a série de medidas (em que todos 
os termos cruzados  são nulos porque os diferentes  não estão correlacionados). 
Obtém-se, então: 
 
 
 
Esta equação dá-nos a resposta  em função dos erros de medida associados a  
(isto é, os  correspondentes a cada ), que são mensuráveis. 
